The effect of selected plant formulations on quorum sensing in Campylobacter jejuni by Ramić, Dina
 

















VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA 











































VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA 








THE EFFECT OF SELECTED PLANT FORMULATIONS ON 
QUORUM SENSING IN Campylobacter jejuni 
 
M. SC. THESIS 
















Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
II 
Magistrsko delo je zaključek magistrskega študijskega programa 2. stopnje Mikrobiologije. 
Delo je bilo opravljeno v Laboratoriju za živilsko mikrobiologijo Katedre za 
biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil na Oddelku za živilstvo Biotehniške 
fakultete Univerze v Ljubljani. 
 
Komisija za študij 1. in 2. stopnje je za mentorico magistrskega dela imenovala prof. dr. 
Sonjo Smole Možina in za recenzentko doc. dr. Barbaro Kraigher.  
 
Mentorica: prof. dr. Sonja Smole Možina 






Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednica:  doc. dr. Tjaša DANEVČIČ 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
Članica: prof. dr. Sonja SMOLE MOŽINA  
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
Članica: doc. dr. Barbara KRAIGHER 











Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
III 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2  
DK UDK 579.22/.26:547.9:615.33(043)=163.6  
KG patogeni mikroorganizmi, Campylobacter jejuni, rastlinski pripravki, protimikrobne 
snovi, protibakterijska aktivnost, medcelično signaliziranje, gibljivost, adhezija   
AV RAMIĆ, Dina, bacc. med. lab. diagn. 
SA SMOLE MOŽINA, Sonja (mentorica), KRAIGHER, Barbara (recenzentka) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije 
LI 2018 
IN VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA MEDCELIČNO 
SIGNALIZIRANJE PRI BAKTERIJI Campylobacter jejuni 
TD Magistrsko delo (Magistrski študij – 2. stopnja Mikrobiologija) 
OP XII, 57 str., 11 pregl., 12 sl., 3 pril., 108 vir.  
IJ sl 
JI sl/en 
AI Medcelično signaliziranje uravnava različne lastnosti bakterij, med njimi tudi 
gibljivost in adhezijo. Obe lastnosti sta povezani s filmotvornostjo, ki je velik 
problem v živilsko-prehranski oskrbovalni verigi. Številni rastlinski pripravki 
delujejo protimikrobno in zavirajo tudi bakterijsko medcelično signaliziranje. Ker 
pa je učinek rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni 
slabo raziskan, smo analizirali učinek 30 rastlinskih pripravkov na medcelično 
signaliziranje, gibljivost in adhezijo. Določili smo tudi korelacijo med spremembo 
medceličnega signaliziranja, gibljivosti in adhezije. Za ugotavljanje učinka 
rastlinskih pripravkov proti medceličnemu signaliziranju bakterij C. jejuni smo 
uporabili metodo merjenja bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 
po dodatku izrabljenega gojišča C. jejuni, ki je bil gojen z ali brez dodatka 
rastlinskega pripravka v subinhibitorni koncentraciji (1/4 MIK). Večina rastlinskih 
pripravkov je zmanjšala medcelično signaliziranje C. jejuni, izmerjeno preko 
bioluminiscence, za več kot 80 %. Najboljši učinek je imel rastlinski metabolit 
tirosol (98 %). Testirali smo še učinek vseh pripravkov na gibljivost bakterij na 
poltrdnem gojišču. Pri 4 rastlinskih pripravkih (eterično olje navadnega brina 
(Juniperus communis), dobre misli (Origanum vulgare) in timijana (Thymus 
vulgaris), ter γ-terpinen) smo zaznali statistično značilen učinek na zmanjšanje 
gibljivosti. Potrdili smo statistično značilno korelacijo med spremembo 
medceličnega signaliziranja in gibljivosti. Ugotovili smo tudi, da 14 rastlinskih 
pripravkov statistično značilno zmanjšuje adhezijo bakterij C. jejuni na površino 
polistirenske mikrotitrske plošče, vendar statistično značilne korelacije med 
spremembo medceličnega signaliziranja in adhezije nismo potrdili. 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
IV 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du2  
DC UDC 579.22/.26:547.9:615.33(043)=163.6 
CX pathogenic microorganisms, Campylobacter jejuni, plant formulations, 
antimicrobial compounds, antibacterial activity, quorum sensing, motility, adhesion 
AU RAMIĆ, Dina 
AA SMOLE MOŽINA, Sonja (supervisor), KRAIGHER, Barbara (reviewer) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study in Microbiology 
PY 2018  
TI EFFECT OF SELECTED PLANT FORMULATIONS ON QUROUM SENSING 
IN Campylobacter jejuni 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes: Field Microbiology) 
NO XII, 57 p., 11 tab., 12 fig., 3 ann., 108 ref.  
LA sl 
AL sl/en 
AB Quorum sensing (QS) regulates various types of bacterial behaviour, such as 
motility and adhesion to biotic and abiotic surfaces. Adhesion is the initial step in 
biofilm formation, which cause enormous problems in the food industry. Plant 
formulations have shown antibacterial activity and have also shown to be effective 
against QS. The effect of plant formulations on QS in C. jejuni has been poorly 
studied so far, so we tested the effect of 30 plant formulations on QS, motility and 
adhesion of these bacteria. We studied the correlation between the changes in QS, 
motility and adhesion. To determine the effect of plant formulations against QS in 
C. jejuni, we have used the bioluminiscence measurement of the reporter strain 
V.  harveyi BB170, after addition of spent medium of C. jejuni, cultivated with or 
without addition of plant formulation in concentration of 1/4 MIC. Most of the 
plant formulations have reduced the AI-2 signal for more than 80 %, with the best 
effect of plant secondary metabolite tyrosol (98 %). Since plant formulations have 
shown excellent effect on QS, we tested their effect on bacterial motility on 
semisolid agar. 4 plant formulations reduced the bacterial motility with statistical 
significance (essential oils of juniperus (Juniperus communis), oregano (Origanum 
vulgare) and thyme (Thymus vulgaris), as well as γ-terpinene). We have shown 
statistically significant correlation between the changes in QS and motility. 14 plant 
formulations showed antiadhesion effects on C. jejuni on the surface of the 
polystyrene microtiter plate, but we have not confirmed statistically significant 
correlations between the changes in QS and adhesion. 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  




KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA ................................................ III 
KEY WORDS DOCUMENTATION .............................................................................. IV 
KAZALO VSEBINE .......................................................................................................... V 
KAZALO PREGLEDNIC ............................................................................................. VIII 
KAZALO SLIK ................................................................................................................. IX 
KAZALO PRILOG ........................................................................................................... XI 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI .......................................................................................... XII 
 
1 UVOD ................................................................................................................................ 1 
1.1 CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE....................................................... 2 
2 PREGLED OBJAV .......................................................................................................... 3 
2.1 ROD Campylobacter ................................................................................................... 3 
2.1.1 Zgodovina rodu Campylobacter ......................................................................... 3 
2.1.2 Splošno o rodu Campylobacter ........................................................................... 3 
2.1.3 Campylobacter jejuni ........................................................................................... 3 
2.1.3.1 Lastnosti bakterij C. jejuni in »kampilobakter paradoks« ............................. 4 
2.1.3.2 Biofilm bakterij C. jejuni ............................................................................... 4 
2.1.4 Strategije kontrole kampilobaktrov v proizvodni verigi hrane ..................... 5 
2.2 RASTLINSKE UČINKOVINE ................................................................................... 6 
2.2.1 Protibakterijsko delovanje rastlinskih učinkovin ........................................... 6 
2.2.2 Protibakterijsko delovanje eteričnih olj ........................................................... 7 
2.2.3 Protibakterijski učinek stranskih proizvodov in odpadkov predelave rastlin
 ....................................................................................................................................... 7 
2.3 MEDCELIČNO SIGNALIZIRANJE .......................................................................... 9 
2.3.1 Splošno o medceličnem signaliziranju .............................................................. 9 
2.3.1.1 Tipi signalnih molekul v medceličnem signaliziranju bakterij ..................... 9 
2.3.2  Medcelično signaliziranje in gibljivost bakterij ............................................ 10 
2.3.3  Medcelično signaliziranje in tvorba bakterijskih biofilmov ........................ 10 
2.3.4 Medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni .................................................. 11 
2.3.5 Vpliv rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje, gibljivost in 
adhezijo ....................................................................................................................... 12 
2.4.1 Metode izolacije in gojenja bakterij C. jejuni ................................................ 13 
2.4.2 Metode določanja minimalne inhibitorne koncentracije bakterij C. jejuni 13 
2.4.3 Metode preučevanja gibljivosti bakterij C. jejuni ......................................... 13 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
VI 
2.4.4 Metode preučevanja adhezije bakterij C. jejuni ............................................ 14 
2.5 METODE DETEKCIJE SIGNALNIH MOLEKUL ................................................. 14 
2.5.1 Kemijsko – analitske metode detekcije signalnih molekul ........................... 14 
2.5.2 Biosenzorske metode detekcije signalnih molekul ......................................... 15 
2.5.2.1 Vibrio harveyi kot biosenzorski sev ............................................................ 15 
2.5.2.2 Chromobacterium violaceum kot biosenzorski sev ..................................... 16 
2.5.2.3 Ostali biosenzorski sevi ............................................................................... 17 
3 MATERIAL IN METODE ............................................................................................ 18 
3.1 NAČRT POTEKA DELA ......................................................................................... 18 
3.2 MATERIAL............................................................................................................... 19 
3.2.1 Rastlinski pripravki .......................................................................................... 20 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča ...................................................................................... 22 
3.2.3 Bakterijski sevi .................................................................................................. 23 
3.3 METODE................................................................................................................... 23 
3.3.1 Priprava etanolnih izvlečkov ........................................................................... 23 
3.3.2 Oživitev bakterijskih sevov .............................................................................. 24 
3.3.3 Določanje protimikrobne aktivnosti rastlinskih pripravkov ....................... 24 
3.3.3.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov ...................................... 24 
3.3.3.2 Priprava delovne kulture bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168 .......... 24 
3.3.3.3 Preverjanje števila celic v delovni kulturi bakterijskega seva C. jejuni 
NCTC 11168 ........................................................................................................... 24 
3.3.3.4 Priprava mikrotitrske plošče za določanje vrednosti MIK .......................... 24 
3.3.3.5 Priprava raztopine resazurina ...................................................................... 25 
3.3.3.6 Določanje MIK ............................................................................................ 25 
3.3.4 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje ...... 26 
3.3.4.1 Priprava izrabljenega gojišča sevov C. jejuni NCTC 11168 in C. jejuni 
NCTC 11168 ΔluxS ................................................................................................. 26 
3.3.4.2 Priprava bakterijske kulture V. harveyi BB170 ........................................... 27 
3.3.4.3 Testiranje bioluminiscence .......................................................................... 27 
3.3.4.4 Določanje odstotka relativnega zmanjšanja bioluminiscence ..................... 27 
3.3.5 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost .................................. 28 
3.3.5.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov in inokulacija z 
bakterijskim sevom C. jejuni NCTC 11168 ............................................................ 28 
3.3.5.2 Določanje vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterije C. jejuni ... 28 
3.3.6 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na bakterijsko adhezijo .............. 29 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
VII 
3.3.6.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov in inokulacija z 
bakterijskim sevom C. jejuni NCTC 11168 ............................................................ 29 
3.3.6.2 Določanje števila pritrjenih celic na površino polistirenske mikrotitrske 
plošče ....................................................................................................................... 29 
3.4. STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV ...................................................... 30 
4 REZULTATI ................................................................................................................... 31 
4.1 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV 
PROTI BAKTERIJI C. jejuni .......................................................................................... 31 
4.2 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA MEDCELIČNO 
SIGNALIZIRANJE BAKTERIJ C. jejuni ...................................................................... 32 
4.3 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA GIBLJIVOST BAKTERIJ 
C. jejuni ........................................................................................................................... 37 
4.4 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA ADHEZIJO BAKTERIJ 
C.  jejuni .......................................................................................................................... 39 
4.5 KORELACIJA MED MINIMALNO INHIBITORNO KONCENTRACIJO, 
BIOLUMINISCENCO, GIBLJIVOSTJO IN ADHEZIJO ............................................. 41 
5 RAZPRAVA .................................................................................................................... 42 
5.1 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE IZBRANIH RASTLINSKIH 
PRIPRAVKOV PROTI BAKTERIJAM C. jejuni .......................................................... 42 
5.2 VPLIV RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA MEDCELIČNO SIGNALIZIRANJE 
BAKTERIJ C. jejuni........................................................................................................ 43 
5.3 VPLIV RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA GIBLJIVOST BAKTERIJ C.  jejuni 44 
5.4 PROTIADHEZIJSKO DELOVANJE RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA 
BAKTERIJE C. jejuni ..................................................................................................... 45 
6 SKLEPI ........................................................................................................................... 47 
7 POVZETEK .................................................................................................................... 48 







Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  




Preglednica 1: Rastline in njihove znane protibakterijske učinkovine .................................. 8 
Preglednica 2: Primeri bakterij, pri katerih medcelično signaliziranje stimulira razvoj 
biofilmov ............................................................................................................................. 11 
Preglednica 3: Laboratorijski pribor in njihov proizvajalec ................................................ 19 
Preglednica 4: Naprave in njihov proizvajalec .................................................................... 19 
Preglednica 5: Reagenti in raztopine ................................................................................... 20 
Preglednica 6: Čiste spojine rastlinskih sekundarnih metabolitov ...................................... 20 
Preglednica 7: Rastlinski pripravki (eterična olja in etanolni izvlečki)............................... 21 
Preglednica 8: Gojišča, njihov proizvajalec in referenčna oznaka ...................................... 22 
Preglednica 9: Sestavljena gojišča, njihove sestavine, koncentracija in proizvajalec ......... 22 
Preglednica 10: Vrednosti MIK 30 različnih rastlinskih pripravkov (mg/L), pri 
referenčnem sevu C. jejuni NCTC 11168 ........................................................................... 31 
Preglednica 11: Kendall's tau-b-ova korelacija med vrednostjo MIK, spremembo 
bioluminiscence, gibljivosti in adhezije. ............................................................................. 41 
  
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  




Slika 1: Shema medceličnega signaliziranja bakterij V. harveyi (Delle Side in sod., 2015)
 ............................................................................................................................................. 16 
Slika 2: Shema poteka dela .................................................................................................. 18 
Slika 3: Priprava etanolnih izvlečkov (a: mletje listov, b: segrevanje na magnetnem mešalu, 
c: filtriranje etanolnega izvlečka, d: odparevanje 96 % etanola) ......................................... 23 
Slika 4: Shema mikrotitrske plošče ..................................................................................... 25 
Slika 5: Primer določanja MIK. RP 1→4 (Rastlinski pripravek 1→4) ............................... 26 
Slika 6: Primer določanja vpliva rastlinskega pripravka na gibljivost bakterij C. jejuni 
(kontrola levo, rastlinski pripravek desno) .......................................................................... 28 
Slika 7: Načrt za testiranje adhezije .................................................................................... 30 
Slika 8: Naraščanje bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 s časom, 
prikazano v relativnih luminiscenčnih enotah (RLE) po dodatku 20 μL IG: C. jejuni NCTC 
11168 (pozitivna kontrola), IG C. jejuni 111168ΔluxS (luxS), po dodatku gojišča MHB 
(V.  harveyi + MHB) in gojišča AB (V. harveyi). Prikazane so povprečne vrednosti ± 
standardni odklon. ............................................................................................................... 33 
Slika 9: Naraščanje bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 s časom, 
prikazano v relativnih luminiscenčnih enotah (RLE) po dodatku 20 μL IG: C. jejuni NCTC 
11168 (pozitivna kontrola), IG C. jejuni 11168 inkubiranega z dodatkom rastlinskega 
pripravka (mačje tačke F.), IG C. jejuni 11168ΔluxS inkubiranega z dodatkom rastlinskega 
pripravka (mačje tačke F. luxS) in gojišča MHB z dodatkom rastlinskega pripravka 
(V.  harveyi + MHB + mačje tačke F.). Prikazane so povprečne vrednosti ± standardni 
odklon. ................................................................................................................................. 34 
Slika 10: Bioluminiscenca poročevalskega seva V. harveyi BB170, ki jo spodbudi IG 
C. jejuni 111168, ki je gojen brez ali z dodatkom rastlinskega pripravka. Prikazane so 
povprečne vrednosti bioluminiscence v relativnih luminiscenčnih enotah (RLE) z odštetimi 
vrednostmi bioluminiscence V. harveyi BB170, ki jo spodbudi IG C. jejuni 111168ΔluxS, 
ki je gojen brez ali z dodatkom rastlinskega pripravka. ...................................................... 36 
Slika 11: Vpliv 30 rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterijskega seva C. jejuni NCTC 
11168. Prikazane so povprečne vrednosti premerov roječih kolonij v mm ± standardni 
odklon. ................................................................................................................................. 38 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
X 
Slika 12: Število adheriranih celic C. jejuni NCTC 11168 na površini polistirenske 
mikrotitrske plošče brez in z dodatkom rastlinskih prirpavkov. Prikazane so povprečne 
vrednosti log10 CFU/mL ± standardni odklon. .................................................................... 40 
 
  
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  




Priloga A: Vrednosti relativnega zmanjšanja bioluminiscence poročevalskega seva 
V.  harveyi BB170 po dodatku IG C. jejuni NCTC 11168, inkubiranega z dodatkom 
rastlinskih pripravkov. Prikazane so povprečne vrednosti ± standardni odklon v %. 
Priloga B: Koncentracija celic v kulturah, ki smo jih uporabljali za pripravo IG in za 
določanje učinka rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij C. jejuni. Prikazane so 
povprečne vrednosti in standardni odklon.  
Priloga C: Koncentracija celic po inkubaciji v kulturi kontrolnega vzorca in v kulturah, kjer 
so bili dodani rastlinski pripravki in smo jih uporabili pri testiranju protiadhezijskega 
učinka na bakterijo C. jejuni. Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odklon.  
 
  
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signalizirane pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
XII 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
AB gojišče za testiranje bioluminiscence (angl. Autoinducer Bioassay) 
AHL acil-homoserin lakton, signalna molekula 
AI-2  avtoinduktor-2, signalna molekula  
AIP  avtoinduktorski peptidi  
ATP  adenozin trifosfat  
aw  vodna aktivnost 
CFU  enote, ki tvorijo kolonije (angl. Colony Forming Units) 
C. jejuni  Campylobacter jejuni 
EO  eterično olje 
EU  Evropska Unija 
FRET  Resonančni prenos energije s fluorescenco  
IG  izrabljeno gojišče 
luxS  gen, ki sproži sintezo proteina LuxS 
LuxS  protein, ki vpliva na sintezo AI-2 
MHA  Müller-Hinton agar 
MHB  Müller-Hinton bujon 
MIK  minimalna inhibitorna koncentracija 
NCTC Nacionalna zbirka tipskih kultur (angl. The National Collection of Type 
Cultures) 
OD optična gostota (angl. Optical Density) 
PCR verižna reakcija s polimerazo 
QQ dušenje medceličnega signaliziranja (angl. Quorum Quenching) 
RLE relativne luminiscenčne enote 
VBNC živo, vendar ne kultivabilno (angl. Viable But Not Culturable) 
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Bakterija Campylobacter jejuni je najpogostejši bakterijski povzročitelj črevesnih okužb, 
prenosljivih s hrano (EFSA, 2017).  Patogena vrsta C. jejuni predstavlja veliko težavo v 
živilsko-prehranski oskrbovalni verigi, ker lahko preživi dlje časa v okolju živilske 
proizvodnje ter kontaminira izdelke in površine, ki so v stiku s prehranskimi izdelki 
(Klančnik in sod., 2008). Zaskrbljujoče je tudi naraščajoče število večkratno odpornih 
sevov patogenih kampilobaktrov proti antibiotikom (EFSA, 2017; Kovač in sod., 2015). 
Pomembno je iskanje novih načinov obvladovanja kampilobaktrov v živilsko-prehranski 
oskrbovalni verigi. Rastlinski pripravki predstavljajo zanimive učinkovine, ki bi se lahko 
še širše uporabljale za zmanjšanje števila patogenih mikroorganizmov in zagotavljanje 
varnosti živil. Sestavljeni so iz sekundarnih metabolitov, ki so mnogokrat že poznan vir 
farmacevtskih učinkovin. Dokazano je, da delujejo protibakterijsko, protivirusno, 
protirakotvorno, protimutageno. Prepoznani so kot prehransko varni izdelki ter so v  široki 
uporabi v različnih industrijah (Calo in sod., 2015; Jamwal in sod., 2018; Swamy in sod., 
2016).  
Mehanizem protimikrobnega delovanja rastlinskih pripravkov je različen. Lahko delujejo 
bakteriostatično ali bakteriocidno. Spreminjajo strukturo celične membrane ter povečujejo 
njeno prepustnost, kar povzroča izgubo ionov in celično smrt (Calo in sod., 2015; Raut in 
Karuppayil, 2014; Swamy in sod., 2016). Med mehanizmi delovanja rastlinskih učinkovin 
je tudi inhibicija bakterijske celične komunikacije. Pri medceličnem signaliziranju lahko 
rastlinski pripravki pripeljejo do inhibicije sinteze signalnih molekul, lahko se vežejo kot 
antagonisti na receptorje signalnih molekul, lahko razgrajujejo signalne molekule, ali pa 
lahko preprečujejo njihovo izločanje (Asfour, 2018).  
Pri bakteriji C. jejuni so dokazali vpletenost gena luxS v celično signaliziranje in 
uravnavanje virulence, gibljivosti, aglutinacije ter filmotvornosti (Plummer in sod., 2011, 
Quiñones in sod., 2009).  
S preprečevanjem bakterijskega komunikacijskega sistema lahko zmanjšamo ali celo 
preprečimo tvorbo biofilmov, gibanje, virulentnost in ostale lastnosti, ki jih sproža 
medcelično signaliziranje (Kurekci in sod., 2013; Sadekuzzaman in sod., 2018).  
 
Vpliv rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni je slabo 
raziskan, zato bomo v tej magistrski nalogi določili delovanje različnih rastlinskih 
pripravkov v subinhibitornih koncentracijah na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni, 
gibljivost in adhezijo ter potencialno korelacijo med spremembo bakterijske 
bioluminiscence, gibljivosti in adhezije. 
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1.1 CILJI IN HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 
V magistrski nalogi smo želeli ugotoviti, ali različni rastlinski pripravki v subinhibitornih 
koncentracijah vplivajo na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni in sicer preko 
bioluminiscence poročevalskega seva Vibrio harveyi. Ugotavljali smo tudi učinek 
rastlinskih pripravkov na gibljivost in adhezijo bakterij C. jejuni. 
  
Cilji naloge: 
• Določiti minimalno inhibitorno koncentracijo (MIK) alkoholnih izvlečkov in 
eteričnih olj zdravilnih in drugih užitnih rastlin pri bakteriji C. jejuni.  
• Določiti delovanje alkoholnih izvlečkov in eteričnih olj zdravilnih in drugih užitnih 
rastlin v subinhibitornih koncentracijah na medcelično signaliziranje bakterije C. 
jejuni. 
• Ugotoviti vpliv učinkovin, ki zmanjšujejo signal za medcelično signaliziranje pri 
bakteriji C. jejuni, na gibljivost in adhezijo bakterij na površino polistirena.  
 
Delovne hipoteze magistrske naloge: 
• Alkoholni izvlečki in eterična olja zdravilnih in drugih užitnih rastlin bodo v 
subinhibitornih koncentracijah zavrli medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni.  
• Izvlečki in eterična olja, ki zavirajo medcelično signaliziranje, bodo zmanjšali 
gibljivost bakterij C. jejuni.  
• Izvlečki in eterična olja, ki zavirajo medcelično signaliziranje, bodo zmanjšali 
adhezijo bakterij C. jejuni na površino polistirena. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ROD Campylobacter 
2.1.1 Zgodovina rodu Campylobacter 
Bakterije rodu Campylobacter je prvič omenil Theodore Escherich že leta 1886. Opazoval 
je po Gramu negativne, spiralne bakterije, osamljene iz blata otrok s črevesno okužbo. V 
rod Campylobacter sta jih klasificirala Seabald in Vernon sedemdesetih let 20. stoletja, 
kadar so prepoznani kot povzročitelji črevesnih bolezni pri ljudeh. Do takrat je bilo 
uveljavljeno mnenje, da so kampilobaktri povzročitelji okužb pri živalih ter povzročitelji 
profesionalnih bolezni pri veterinarjih (Epps in sod., 2013; Vučković in Abram, 2009).  
2.1.2 Splošno o rodu Campylobacter 
Rod Campylobacter je del razreda Epsilonproteobacteria in družine Campylobacteriaceae 
(Wassenaar in Newell, 2006). So termofilne bakterije, ki so večinoma del črevesne 
mikrobiote domačih in divjih toplokrvnih živali, s prevalenco do 80 % pri govedu, prašičih 
in perutnini. Razlikujemo 25 vrst rodu Campylobacter (Skarp in sod., 2016). Najpogostejši 
povzročitelj humanih okužb je vrsta C. jejuni, najpogostejši vir okužbe pa sveže piščančje 
in puranje meso, saj je več kot 40 % svežega piščančjega in puranjega mesa v prodaji 
okuženega s kampilobaktri (EFSA, 2017).  
Kampilobaktri so običajno spiralne oblike, dolžine od 0,5 do 5 μm in širine od 0,2 do 0,8 
μm. So po Gramu negativne, gibljive, nesporulirajoče mikroaerofilne bakterije. Vsebujejo 
encim oksidazo. Imajo respiratorni, kemoorganotrofni tip metabolizma. Energijo za rast 
pridobivajo iz aminokislin ali iz produktov cikla citronske kisline, ker je njihova 
sposobnost metabolizma sladkorjev omejena zaradi manjkajočega encima 6-
fosfofruktokinaze (Debruyne  in sod., 2008; Epps in sod., 2013; Esson in sod., 2017).  
2.1.3 Campylobacter jejuni 
Znani sta dve podvrsti C. jejuni, to sta C. jejuni ssp. jejuni in C. jejuni ssp. doylei (Epps in 
sod., 2013). V visokem številu kolonizirajo prebavni trakt ptic, predvsem piščancev in 
puranov, pa tudi goveda (Gharst in sod., 2013; Horrocks in sod., 2009). Od leta 2005 
naprej so kampilobaktri zabeleženi kot najpogostejši bakterijski povzročitelji črevesnih 
okužb pri človeku v Evropski uniji. Prenašajo  se po fekalno-oralni poti s kontaminirano 
hrano ali vodo (EFSA, 2017). Največje tveganje za okužbo je ne dovolj termično obdelano 
perutninsko meso, v zadnjem času pa tudi uživanje surovega mleka. Infektivna doza je zelo 
nizka, manj kot 1000 bakterijskih celic na 1 mL oziroma 1 g (Gharst in sod., 2013). 
Najpogostejši simptomi kampilobakterioze so vodena ali krvava driska, trebušne bolečine, 
povišana telesna temperatura, glavobol in slabost. Pri večini tovrstnih okužb ni potrebno 
zdravljenje z antibiotiki, ker so najpogosteje samoomejujoče in trajajo krajši čas. 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
4 
Zdravljenje z antibiotiki (fluorokinoloni, kot je ciprofloksacin ali makrolidi, kot je 
eritromicin) je potrebno pri sistemski in dolgotrajni okužbi in pri osebah z oslabljenim 
imunskim sistemom. Možni so postinfekcijski zapleti, kot so reaktivni artritis ali 
nevrološke motnje. Lahko povzroča tudi Guillain-Barré sindrom (Epps in sod., 2013).  
2.1.3.1 Lastnosti bakterij C. jejuni in »kampilobakter paradoks« 
Čeprav je C. jejuni termofilna bakterija, ki najboljše raste pri temperaturi 42 °C, znaša 
temperaturni minimum za rast med 31 °C in 36 °C. Kot ostale bakterije iz rodu 
Campylobacter, je tudi C. jejuni spiralne oblike, z bičkom, ki se nahaja na enem ali obeh 
polih celice. Več kot 50 genov kodira biček. Zelo pomembni so alternativni sigma faktor 
(σ54), gen flaA in protein FlhF, ki uravnavajo sintezo bička. Biček omogoča gibanje, 
izločanje virulentnih proteinov, izogibanje začetnemu imunskemu odgovoru gostitelja, 
vpliva na avtoaglutinacijo ter sodeluje pri oblikovanju mikrokolonije in biofilma (Jeon in 
sod., 2003; Klančnik in sod., 2008; Ren in sod., 2018).  
 
C. jejuni je izredno občutljiv na stresne pogoje, kot so UV sevanje, visok hidrostatski 
pritisk ter nizko vrednost pH in aw. Občutljiv je na osmotski stres. Ne preživi koncentracije 
soli, večje kot 2 %. Celična smrt nastopi pri temperaturi med 56 °C in 57 °C (Mihaljević in 
sod., 2007). Kljub izredni občutljivosti je razvil mehanizme preživetja v neugodnih 
razmerah. V perzistentni obliki (VBNC) lahko preživi 4 mesece pri temperaturi 4 °C. 
Lahko pa se pri 4 °C še vedno izražajo različne biološke aktivnosti, kot so sinteza 
proteinov, katalazna aktivnost, ustvarjanje ATP in gibljivost. Dobre možnosti  preživetja 
pri temperaturi hladilnika povečujejo tveganje za okužbo človeka (Haddad in sod., 2009).  
 
C. jejuni lahko prehaja v perzistentno obliko v aerobnih razmerah in se v takšni obliki veže 
na nerjaveče jeklo. Iz spiralne oblike lahko preide v paličasto ali kokoidno obliko tudi pri 
drugih oblikah stresa, ko se spremeni razmerje peptidoglikanskih peptidaz, ki jih kodirata 
gena pgp1 in pgp2, kar pripelje do modifikacije peptidoglikana. Biofilme začne tvoriti pri 
spremembi temperature, osmolarnosti, pH, ter pri oksidativnem stresu (Esson in sod., 
2017; Oh in sod., 2016).  
2.1.3.2 Biofilm bakterij C. jejuni 
Razvoj, oblika in funkcija biofilmov je pod vplivom različnih dejavnikov. Lastnosti 
površine (material, topografija, fizikalno kemijske lastnosti), okoljske razmere (pH, 
dostopnost hranil, temperatura, pretok tekočine) in mikrobiološki dejavniki (Gram 
negativnost/pozitivnost, oblika in struktura bakterije, faza rasti, biček, pili, kapsula, 
zunajcelični polimeri) vplivajo na bakterijsko filmotvornost kot strategijo preživetja. V 
stresnih pogojih povečujejo odpornost proti protimikrobnim sredstvom in sprožijo zaščito 
pred imunskim sistemom (Srey in sod., 2013; Teh in sod., 2014; Whitehead in Verran, 
2015).  
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Biofilmi so velik problem v živilstvu, ker so vztrajni vir mikrobne kontaminacije, ki lahko 
pripelje do kvara hrane in prenosa okužbe. C. jejuni lahko ustvarja biofilme na trdni 
površini, pelikle na površini tekočine ali plavajoče agregate v tekočih kulturah. V 
perutninski industriji lahko ustvarja biofilme na nerjavečem jeklu in plastiki, še pogosteje v 
vodovodnih sistemih. Čeprav je mikroaerofilne narave, lahko zaradi tvorbe biofilmov 
preživi oksidativni stres, kot tudi zaradi vsebnosti genov, ki mu pomagajo pri obrambi 
proti oksidativnem stresu (Bronnec in sod., 2016, Oh in sod., 2016, Teh in sod., 2014). Pri 
tvorbi biofilmov pomagajo biček in proteini, ki so povezani z gibanjem, kot so FlaA, FlaB, 
FliD, FlgG in FlgG2. Biček in proteini, kot tudi bakterijski površinski polisaharidi, lipidi in 
zunajcelična DNK omogočajo začetno povezovanje na površino, razvoj in strukturiranje 
biofilmov (Kim in sod., 2017; Reuter in sod., 2010; Srey in sod., 2013).  
C. jejuni lahko tvori enovrstne biofilme ali kolonizira že obstoječe biofilme. Enovrstne 
biofilme tvori pod točno določenimi rastnimi pogoji. Kampilobaktri so lahko sekundarni 
kolonizatorji, ter se vgrajujejo v že prisotne večvrstne biofilme.  V mešanih kulturah z 
bakterijami Enterococcus faecalis, Staphylococcus simulans in Pseudomonas aeruginosa 
je tvorba biofilma izboljšana. Variabilnost v filmotvornosti različnih sevov C. jejuni je 
posledica velike genetske pestrosti (Teh in sod., 2014). 
2.1.4 Strategije kontrole kampilobaktrov v proizvodni verigi hrane 
Na primarni in sekundarni ravni proizvodnje hrane obstajajo različne strategije 
obvladovanja mikrobnih patogenov. Zelo je pomembna higiena na kmetijah. Pomembno 
vlogo ima splošno upravljanje na kmetijah, ki skrbi za vzdrževanje in čistočo opreme in 
stavb, za sanitarne načrte in zatiranje škodljivcev. Pomembno je imeti dobre načrte 
kontrole verjetnega vstopa, prenosa in perzistence patogenov na kmetijah oz. farmah 
(Larsen in sod., 2014).  
Evropska skupnost je v januarju leta 2006 z direktivo 70/524/CE prepovedala uporabo 
antibiotikov kot rastnih promotorjev na nivoju celotne EU. Število odpornih izolatov 
C.  jejuni narašča, kar je posledica prekomerne uporabe in zlorabe antibiotikov pri 
zdravljenju okužb ljudi in živali. Prepoved uporabe rastnih promotorjev, kot tudi 
naraščanje antibiotske odpornosti je ponovno zaostrilo vprašanje kontrole kampilobaktrov 
v proizvodni verigi hrane (Ganan in sod., 2012; Smole Možina in sod., 2011).  
Kemična sredstva so ena od strategij kontrole bakterij Campylobacter, vendar niso dobro 
sprejeta s strani potrošnikov zaradi potencialno toksičnega delovanja na ljudi in okolje. 
EFSA (2017) predlaga zmanjšanje števila bakterij Campylobacter za najmanj 1 log10 
CFU/g, saj bi se s tem zmanjšalo tveganje za okužbo za približno 50-90 %. Danes 
raziskujejo različne fizikalne in biološke strategije, kot so površinsko hlajenje s tekočim 
dušikom, ionizacija, ultrazvok, uporabo bakteriofagov in druge načine, ki bi se lahko 
uporabljali za zagotavljanje varnosti prehranskih izdelkov (Ganan in sod., 2012).  
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Posebna pozornost se usmerja na naravne protimikrobne učinkovine, kot so probiotiki in 
rastlinski pripravki. Veliko in vitro raziskav poteka na področju rastlinskih pripravkov, ki 
vključujejo različne fenolne spojine, organske kisline in eterična olja. Rastlinski pripravki 
se dodajajo tudi v krmo ter se preučuje njihov učinek na rast bakterij Campylobacter (Calo 
in sod., 2015; Ganan in sod., 2012).   
2.2 RASTLINSKE UČINKOVINE 
2.2.1 Protibakterijsko delovanje rastlinskih učinkovin 
Rastline so razvile številne naravne mehanizme obrambe proti različnim oblikam biotskega 
in abiotskega stresa. Obrambo jim nudijo spojine, ki se imenujejo sekundarni metaboliti. 
Nastanejo pri presnovi med razvojem rastline. Običajno so neenakomerno razporejene in 
jih lahko najdemo v cvetovih, listih, koreninah ali drugih organih. Glavne skupine 
sekundarnih metabolitov so dušikove spojine, žveplove spojine, terpeni in fenolne spojine. 
Vse naštete skupine sekundarnih metabolitov imajo lahko protimikrobno učinkovitost 
(Paiva in sod., 2010; Pahlow, 1987). V preglednici 1 so navedene rastline, ki vsebujejo 
veliko protibakterijskih učinkovin.   
Sekundarni metaboliti kot so karvakrol, timol in eugenol uspešno inhibirajo rast patogenih 
bakterij kot so Escherichia coli, Salmonella typhimuruim, Listeria monocytogenes in 
Vibrio vulnificus v hrani. Sekundarni metabolit cinamaldehid ima protibakterijski učinek 
proti bakterijam kot so Pseudomonas fluorescens, Serratia liqufaciens, Carnobacterium 
piscicola in Lactobacillus sake, ki povzročajo kvar mesa (Swamy in sod., 2016).  
Kemijska struktura sekundarnih metabolitov vpliva na protimikrobni potencial. Fenolne 
spojine reagirajo s proteini celične membrane, kar povzroča spremembo sinteze proteinov 
in nukleinskih kislin, aktivnost encimov, ter prevzem hranilnih snovi. Hidroksilna skupina 
fenolnih spojin deluje kot izmenjevalec protonov, kar vpliva na pH gradient citoplazemske 
membrane. pH gradient se poruši, posledično pride do celične smrti. Tudi število dvojnih 
vezi vpliva na protimikrobni učinek. Pokazano je, da ima citronelol, ki vsebuje eno dvojno 
vez, manjši protimikrobni učinek proti bakterijam Bacillus cereus, Staphylococcus aureus 
in E. coli, kot geraniol in nerol, ki vsebujeta dve dvojni vezi. Aktivnost fenolnih spojin je 
odvisna tudi od njihove koncentracije. Pri nizki koncentraciji inhibirajo encimsko 
aktivnost, medtem ko pri visoki koncentraciji inducirajo denaturacijo proteinov. 
Hidroksilirani terpeni, kot sta timol in karvakrol, imajo boljšo protimikrobno učinkovitost 
kot monoterpeni. Povečujejo prepustnost membrane, kar povzroča izgubo kalija. Inhibirajo 
aktivnost ATPaze, kar posledično privede do izgube ATP in ostalih celičnih komponent 
(Pisoschi in sod., 2018).  
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2.2.2 Protibakterijsko delovanje eteričnih olj 
Zelo pomembna skupina rastlinskih učinkovin so eterična olja, ki so znana po izrednem 
protibakterijskem učinku. Eterična olja so kompleksne mešanice hlapnih spojin, nizke 
molekularne mase (manj kot 500 Daltonov), ki imajo močan vonj. Lahko jih sestavlja 
približno 20 do 100 različnih rastlinskih sekundarnih metabolitov. Uporabljajo se v 
farmaciji ter kozmetični in živilski industriji. Zaradi svojih lastnosti predstavljajo odličen 
vir konzervansov v živilstvu, čeprav je njihova uporaba še vedno omejena zaradi vpliva na 
okus in vonj hrane (Swamy, in sod., 2016; Teixeira in sod., 2012). Turgis in sod. (2012) 
pravijo, da je nujno potrebno določiti najnižjo koncentracijo, ki ne bi vplivala na 
senzorične lastnosti hrane.  
Eterična olja cimetovca, timijana, origana in rožmarina imajo visoko protibakterijsko 
aktivnost proti bakterijam Salmonella typhi, S. aureus in P. aeruginosa (Raut in 
Karuppayil, 2014). Eterična olja rastlin, kot so Pimpinella anisum, Syzygium aromaticum, 
Origanum vulgare in Mentha piperita kažejo na protibakterijski učinek proti bakteriji 
C.  jejuni (Cwikla in sod., 2009).  
Eterična olja so hidrofobne in lipofilne narave, ter lahko prehajajo čez celično steno in 
celično membrano. Reagirajo s polisaharidi, maščobnimi kislinami in fosfolipidi, ter 
povečujejo prepustnost bakterijske membrane. Zaradi povečane prepustnosti membrane 
pride do izgube ionov in ostalih celičnih komponent, kar pripelje do smrti celice (Calo in 
sod., 2015; Swamy in sod., 2016). 
2.2.3 Protibakterijski učinek stranskih proizvodov in odpadkov predelave rastlin  
Veliko pozornosti se posveča tudi uporabnosti stranskih proizvodov in odpadkov, ki 
nastajajo med obdelavo hrane v prehranski industriji. Stranski proizvodi in odpadki 
predelave sadja in zelenjave so bogat vir bioaktivnih molekul, kot so fenolne spojine in 
flavonoidi. Pripravki, pridobljeni iz olupkov jabolk, korenja, rdeče pese in grozdnih tropin, 
so izkazovali protibakterijski učinek proti bakterijam L. monocytogenes, B. cereus, 
S.  aureus, E. coli in P. aeruginosa. Pripravki iz odpadkov predelave aronije so pokazali 
protibakterijski učinek proti E. coli in Bacillus subtilis (Cheng in sod., 2012; Cvetanović in 
sod., 2017; Vodnar in sod., 2017).  
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Plodovi – jagode  Eterično olje, α-pinen Ghabrale in sod., 2016; 
Pahlow, 1987; Saupe, 1992 
Kopriva,  
velika 




Pahlow, 1987; Saupe, 1992; 
Zenão in sod, 2017 
Lovor,  
navadni 
Laurus nobilis Plodovi, listi Eterično olje, eukaliptol, 
linalol 
Pahlow, 1987; Saupe, 1992; 







Eterično olje, mentol, 
menton 
Ghabraie in sod., 2016; 







Eterično olje, β-pinen, 
sabinen  
Almadiy in sod., 2016; 




Cvetovi Eterično olje, kumarin, 
rožmarinska kislina 






Cvetoča zel Eterično olje, karvakrol, 
timol 





Socvetja in vsi 
nadzemni deli 
Eterično olje Pahlow,1987 
Klinčki  Syzygium 
aromaticum 
Cvetni popki in iz 
njih pridobljeno 
eterično olje 
Eterično olje, eugenol, 
acetil-eugenol 




Listi in cvetovi Eterično olje, α-pinen, 
borneol, kamfor, 1,8-
cineol 
Bouyahya A. in sod., 2017; 






Cvetoča zel Eterično olje, karvakrol, 
timol, γ-terpinen, linalol 






Cvetovi Eterično olje, p-
kumarinska kislina, 
apigenin, naringenin  
Albayrak in sod., 2010; 
Pahlow, 1987; Saupe, 1992 
Timijan Thymus 
vulgaris 
Cela cvetoča zel Eterično olje, karvakrol, 
timol, borneol, cimol, α-
pinen 








Eterično olje, borneol Pahlow, 1987; Saupe, 1992 
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2.3 MEDCELIČNO SIGNALIZIRANJE 
2.3.1 Splošno o medceličnem signaliziranju 
Bakterije so enocelični mikroorganizmi, ki jih v okolju običajno najdemo v nizki gostoti. 
Ko njihova gostota začne naraščati, se lahko obnašajo kolektivno, kar je rezultat 
medceličnega signaliziranja. Z biokemijskega stališča medcelično signaliziranje 
predstavlja sintezo, izločanje in detekcijo kemijskih signalnih molekul (Kalia, 2013; Delle 
Side in sod., 2015). Medcelično signaliziranje opisuje znotrajcelično ali medcelično 
komunikacijo, s katero bakterija zaznava spremembe v okolju, ter razvija specifične 
strategije, ki ji omogočajo prilagoditev na različne oblike stresa. Okoljski dejavniki, kot so 
temperatura, koncentracija ligandov, pH, vodna aktivnost in dostopnost kisika vplivajo na 
medcelično signaliziranje pri bakterijah (Bai in Rai, 2011; Skandamis in Nychas, 2012). 
Signalne molekule v okolju delujejo kot avtoinduktorji ali avtoregulatorji. Ko 
avtoinduktorji dosežejo optimalno koncentracijo, vstopijo v celico, kjer vplivajo na 
izražanje različnih genov, tudi na proizvodnjo izvenceličnih produktov. Avtoregulatorji 
vplivajo na povečanje proizvodnje lastnih signalnih molekul (West in sod., 2012). 
Avtoinduktorji so bili prvič opisani pri morski bakteriji Vibrio fischeri¸ ki je sposobna 
bioluminiscence oz. pretvarjanja kemijske energije v vidno svetlobo z encimom luciferaza 
zaradi kopičenja avtoinduktorjev (Eberhard in sod., 1986). Mikroorganizmi uporabljajo 
medcelično signaliziranje za rast, gibanje, ustvarjanje biofilmov, izražanje virulentnih 
dejavnikov in proizvodnjo antibiotikov (Bouyahya in sod., 2017).  
2.3.1.1 Tipi signalnih molekul v medceličnem signaliziranju bakterij 
Bakterijsko komunikacijo opisujemo kot večjezično zaradi proizvodnje različnih kemijskih 
signalov. Medcelično signaliziranje delimo v štiri glavne skupine glede na tip signalnih 
molekul.  Več kot 70 po Gramu negativnih bakterijskih vrst proizvaja signalne molekule, 
ki jih imenujemo acil-homoserin laktoni (AHL). Razlikujejo se po dolžini R-acilnih skupin 
(C4-C18) in po substitucijskih skupinah (-H, -OH ali =O). LuxI/LuxR proteinski sistem 
najpogosteje kontrolira ta tip komunikacije. Razen sistema AHL lahko po Gramu 
negativne bakterije uporabljajo kinolone, indole, pirone in dialkilrezorkinole. AI-2 
furanoni (furanozil borat diester ali [(2RSL)-2-metil-2,3,3,4-tetrahidroksi-tetrahidrofuran] 
so univerzalne signalne molekule, ki jih sintetizira več kot 100 po Gramu pozitivnih in po 
Gramu negativnih bakterijskih vrst. Odgovorne so tudi za medvrstno komunikacijo. 
Pseudomonas aeruginosa uporablja 2-heptil-3-hidroksi-4-kinolon, imenovan tudi 
Pseudomonas kinolon signal (PQS), ki vpliva na sintezo virulentnih dejavnikov (Bouyahya 
in sod., 2017; Defoirdt, 2018; Johansen in Jespersen, 2017; Rul in Monnet, 2015; Turan in 
sod., 2017). Po Gramu pozitivne bakterije uravnavajo medcelično signaliziranje s pomočjo 
oligopeptidov. To so majhni zunajcelični peptidi [feromoni ali avtoinducerski peptidi 
(AIP)], sestavljeni iz manj kot 10 aminokislin (Kalia, 2013; Rul in Monnet, 2015).  
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2.3.2  Medcelično signaliziranje in gibljivost bakterij 
Medcelično signaliziranje je skoraj vedno vključeno v različne regulatorne poti in vpliva 
na izražanje velikega števila genov, vključno z geni, odgovornimi za gibljivost bakterij. Pri 
številnih bakterijah, kot so Burkholderia cenocepacia, Pseudomonas syringae, Serratia 
marcescens, Yersinia enterocolitica in Yersinia pseudotuberculosis so dokazali, da 
signalne molekule AHL uravnavajo izražanje genov luxR in luxI. LuxR/LuxI sistem 
medceličnega signaliziranja uravnava različne oblike gibanja, vključno z rojenjem naštetih 
bakterij  (Williams in sod., 2007). Rojenje je oblika gibanja mnogih bakterij, pri številnih 
so opazili tudi prisotnost signalnih molekul v roječih kolonijah (Daniels in sod., 2004; 
2006). Pri bakterijah Serratia liquefaciens in Pseudomonas putida je medcelično 
signaliziranje povezano s produkcijo surfaktina, molekule, ki zmanjšuje površinsko 
napetost ter omogoča rojenje na trdih površinah (Cárcamo-Oyarce in sod., 2015; Daniels in 
sod., 2004).  
Yang in Defoirdt (2015) sta v svoji raziskavi opazila, da sistem medceličnega 
signaliziranja uravnava gibljivost bakterije V. harveyi. Opazila sta, da se mutante, ki ne 
vsebujejo genov, vpletenih v sintezo avtoiduktorjev, gibljejo bistveno manj v primerjavi z 
divjim tipom. Prav tako sta opazila, da se gibljivost mutant poveča po dodatku zunanjih 
signalnih molekul. Opazila sta tudi zmanjšano izražanje genov, vpletenih v sintezo bičkov 
pri mutantah, ki so imele inaktiviran sistem medceličnega signaliziranja. Pri bakteriji 
E.  coli O157:H7 so pokazali, da gen luxS vpliva na izražanje 30 genov, ki so povezani z 
gibljivostjo (Sperandio in sod., 2001). Tudi pri bakteriji Helicobacter pylori so dokazali, da 
signalne molekule AI-2 uravnavajo ekspresijo genov, ki kodirajo flagele (Shen in sod., 
2010).  
2.3.3  Medcelično signaliziranje in tvorba bakterijskih biofilmov  
Medcelično signaliziranje vpliva na koordinirano obnašanje bakterij. Med najpogostejšimi 
načini koordiniranega obnašanja pri bakterijah je tvorba biofilmov. Biofilmi so 
strukturirane združbe mikrobnih celic, ene ali več vrst, ujetih v viskoznem polimernem 
matriksu, pripetem na biotske ali abiotske površine (Parsek in Greenberg, 2005; Solano in 
sod., 2014).  
Prvi korak filmotvornosti vključuje reverzibilno adhezijo. Glavno vlogo pri tem imajo 
bički in fimbrije, ki omogočajo začetno pritrjevanje na površino. Reverzibilni adheziji sledi 
ireverzibilna adhezija, kjer adhezini povečujejo moč povezave na površino. Celice začnejo 
izločati zunajcelične polisaharide kot strukturni element biofilma. V fazi zorenja se poveča 
volumen biofilma, razvije se karakteristična arhitektura. Zadnja faza pri razvoju biofilma je 
migracija celic v okolico oz. disperzija, ki je posledica visoke gostote celic v nastalem 
biofilmu (Kocot in Olszewska, 2017).  
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Medcelično signaliziranje je vpleteno že v  začetno pritrjevanje celic in razvoj biofilma. Pri 
mutantah, ki ne vsebujejo genov, povezanih z medceličnim signaliziranjem, so opazili 
zmanjšano sposobnost pritrjevanja na različne površine ter morfološke spremembe 
biofilmov. Biofilmi so bili tanjši in z manj proizvedene biomase (Bai in Rai, 2011; 
Hooshangi in Bentley, 2008). V preglednici 2 so navedeni mikroorganizmi in tipi signalnih 
molekul, ki stimulirajo razvoj biofilmov.  
Mnoge bakterijske vrste uporabljajo medcelično signaliziranje, da bi stimulirale razpad 
biofilma. Disperzija biofilma je nujna za migracijo celic in kolonizacijo novih ekoloških 
niš. Pri bakteriji S. aureus so opazili, da ob povečanju koncentracije celic do kritične 
gostote znotraj biofilma signalne molekule AI-2 inhibirajo izražanje genov, ki so povezani 
s proizvodnjo polisaharidov in adhezinov (Bai in Rai, 2011; Solano 2014). 
Preglednica 2: Primeri bakterij, pri katerih medcelično signaliziranje stimulira razvoj biofilmov 
Mikroorganizem Signalne molekule Referenca 
Aeromonas hydrophila C4-HSL Williams in sod., 2007 
Burkholderia cenocepacia C6-HSL, C8-HSL Williams in sod., 2007 
Pseudomonas aeruginosa C6-HSL Blackledge in sod., 2013; Williams in 
sod., 2007 
Pseudomonas putida 3-oxo-C10-HSL, 3-oxo-C12-HSL Williams in sod., 2007 
Serratia liquefaciens C4-HSL Williams in sod., 2007 
Vibrio cholerae AI-2 Solano in sod., 2014; Hooshangi in 
Bentley, 2008 
Lactobacillus rhamnosus AI-2 Johansen in Jaspersen, 2017 
 
2.3.4 Medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni 
Medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni uravnava protein LuxS (S-
ribozilhomocisteinaza), ki ga kodira gen luxS. Protein LuxS je homodimer, ki ima izredno 
ohranjeno aktivno mesto. Oblikuje sekundarne strukture, ki vsebujejo štiri verižne  
antiparalelne β plošče, ki so v stiku s štirimi α heliksi. LuxS je Fe2+ metaloencim. Za 
njegovo popolno aktivnost so pomembne aminokisline Cys-84 in Glu-57, Ser-6, His-11 in 
Arg-39. Primarna funkcija proteina LuxS je hidroliza s-adenozilhomocisteina v 
homocistein, ki se naprej metabolizira v s-adenozilmetionin (SAM). Poleg homocisteina 
nastane tudi 4,5-dihidroksi-2,3-pentandion (DPD), ki v fizioloških pogojih spontano 
razpada na mešanico furanonov, med katerim je tudi signalna molekula AI-2 (Plummer in 
sod., 2011). AI-2 je univerzalna signalna molekula različnih bakterij, tudi C. jejuni. 
Odgovorna je za medvrstno komunikacijo oz. medcelično signaliziranje. Sinteza signalne 
molekule AI-2 ni odvisna samo od celične gostote, ampak tudi od okoljskih razmer, kot je 
prisotnost določenih ogljikovih hidratov v gojišču, pH, temperatura, osmotski pritisk, itn. 
(Ligowska in sod., 2011; Rul in Monnet, 2015; Zhao in sod., 2018).  
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Signalna molekula AI-2 pri C. jejuni uravnava gibljivost, adhezijo, avtoaglutinacijo, tvorbo 
biofilmov ter vpliva na kolonizacijo gostitelja in virulenco (Quiñones in sod., 2009). Gen 
luxS je pomemben za patogenost C. jejuni, ker mutante C. jejuni, ki niso vsebovale gena 
luxS, niso bile zmožne povzročati splava pri samičkah morskega prašička (Plummer in 
sod., 2012). Druga študija je pokazala, da je gen luxS zelo pomemben za prilagoditev na 
nizko temperaturo. Pri gojenju mutant luxS in divjega tipa C. jejuni so opazili, da se po 
šestem dnevu na temperaturi pri 5 °C število mutant v piščančjem mesnem soku zmanjša, 
medtem ko je število divjega tipa C. jejuni po 27 dneh pri temperaturi od 5 °C ostalo 
nespremenjeno (Ligowska in sod., 2011). Elvers in Park (2002) sta primerjala gibljivost 
divjega tipa in mutant luxS. Pokazala sta, da mutante kažejo manjšo gibljivost na 
poltrdnem mediju. Reeser in sod. (2007) poročajo o pomenu gena luxS in bička za tvorbo 
biofilmov. Mutante, ki niso vsebovale gena luxS ali genov, ki so pomembni za sintezo 
bička, so ustvarjale značilno manjše biofilme. Quiñones in sod. (2009) so pokazali, da 
mutante luxS C. jejuni kažejo na zmanjšano adhezijo oz. pritrjevanje na različne tipe celic.  
2.3.5 Vpliv rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje, gibljivost in adhezijo 
Inaktivacija ali degradacija signalnih molekul je znana kot dušenje medceličnega 
signaliziranja oziroma »quorum quenching« (QQ). Rastlinski pripravki lahko vplivajo na 
medcelično signaliziranje tako, da povzročajo QQ. Rastlinski ekstrakti in fitoučinkovine 
imajo podobno kemijsko strukturo kot signalne molekule in lahko povzročajo degradacijo 
signalnih receptorjev (Truchado in sod., 2015). Uporaba rastlinskih pripravkov z namenom 
preprečevanju medceličnega signaliziranja bi lahko tudi preprečila tvorbo biofilmov in 
zmanjšala gibljivost bakterij (Bouyahya in sod., 2017).  
Eterična olja in izvlečki rastlin, kot so Eucalyptus radiate, Thymus vulgare, Rubus 
rosaefolius in Centella asiatica, so pokazali učinek proti medceličnemu signaliziranju. Za 
eterična olja so opazili protifilmotvorni učinek  pri bakterijah kot so Salmonella, Listeria, 
Pseudomonas, Staphylococcus in Lactobacillus spp. Timijan in sestavine njegovega 
eteričnega olja, kot sta karvakrol in timol so zavirali medcelično signaliziranje in tvorbo 
biofilmov pri bakteriji Pseudomonas fluorescens. Značilno so zmanjšali proizvodnjo 
signalnih molekul AHL, kot tudi gibljivost. Sekundarni metabolit cinamaldehid je inhibiral 
bioluminiscenco poročevalske bakterije V. harveyi BB170 (Bouyahya in sod., 2017). 
Učinkovitost proti tvorbi biofilmov pri bakteriji S. aureus so pokazali različni rastlinski 
sekundarni metaboliti, kot so timokinon, karvakrol in timol. Enako velja za eterična olja 
timijana, sivke, origana in melise. Eterična olja sivke, melise, čajevca in cimeta kažejo 
učinkovitost proti biofilmom bakterij E. coli (Bazargani in Rohloff, 2016). Pri bakteriji L. 
monocytogenes sta karvakrol in timol uspešno inhibirala začetno adhezijo bakterije preko 
delovanja na izražanje genov, ki so vpleteni pri sintezi bička, vplivala pa sta tudi na 
medcelično signaliziranje (Upadhyay in sod., 2013). Eterično olje timijana zmanjšuje rast 
biofilmov pri bakterijah E. coli O157:H7, L. monocytogenes in Salmonella spp 
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(Sadekuzzaman in sod., 2018). Veliko rastlinskih sekundarnih metabolitov, ki spadajo med 
flavonoide, značilno zmanjšuje bioluminiscenco, ki jo sprožijo signalne molekule AI-2 pri 
bakteriji V. harveyi (Vikram in sod., 2010). Li in sod. (2018) poročajo o učinku 
cinamaldehida na biofilm, gibljivost in medcelično signaliziranje bakterij P. fluorescens. 
Kovács in sod. (2016) so pokazali, da eterično olje klinčkov vpliva na zmanjšanje 
gibljivosti in adhezije bakterij C. jejuni. Bezek in sod. (2016) so pokazali, da etanolni 
izvlečki rastline Euodia ruticarpa v subinhibitornih koncentracijah deloma inhibirajo 
adhezijo in tvorbo biofilmov pri bakteriji C. jejuni, medtem ko značilno zmanjšujejo 
proizvodnjo signalnih molekul AI-2. Duarte in sod. (2015) so pokazali, da rastlinski 
pripravek reservatrola zmanjšuje medcelično signaliziranje pri bakteriji C. jejuni, kar 
posledično tudi vpliva na zmanjšanje adhezije in filmotvornosti. 
2.4 METODE DELA Z BAKTERIJO C. jejuni V LABORATORIJU 
2.4.1 Metode izolacije in gojenja bakterij C. jejuni  
Za izolacijo bakterij C. jejuni se uporabljajo selektivna in obogatitvena gojišča. 
Najpogostejša selektivna gojišča, ki se uporabljajo za izolacijo bakterije C. jejuni, so 
Karmali, Skirrow, Preston, oglje cefoperazon deoksiholat agar (CCDA) in modificirani 
oglje cefoperazon deoksiholat agar (mCCDA). Kot obogatitvena gojišča se najpogosteje 
uporabljajo Mueller-Hinton agar (MHA) ali bujon (MHB), ter krvni in Columbia krvni 
agar (Corry in sod. 1995; Gharst in sod., 2013; Macé in sod., 2015).  
2.4.2 Metode določanja minimalne inhibitorne koncentracije bakterij C. jejuni  
Obstajajo različne metode detekcije minimalne inhibitorne koncentracije (MIK). 
Standardni metodi določanja MIK sta difuzijska metoda na agarju in dilucijska metoda v 
bujonu. Kolorimetrične metode predstavljajo alternativni pristop določanja MIK. Kot 
indikator se najpogostejše uporabljajo tetrazolijeve soli, ki jih bakterije lahko pretvarjajo v 
obarvane derivate formazana, te pa lahko kvantificiramo (Klančnik in sod., 2010). Najbolj 
uporabljena metoda določanja MIK je mikrodilucijska metoda v bujonu v mikrotitrskih 
ploščah (Klančnik in sod.,  2010; Kurecki in sod., 2013). 
2.4.3 Metode preučevanja gibljivosti bakterij C. jejuni 
Gibljivost bakterije C. jejuni določimo na poltrdnem gojišču z 0,4 % agarja v gojišču MHB 
ali z 0,3 % agarja v gojišču LB. Pri takšni koncentraciji agarja je omogočeno gibanje 
bakterij (Elvers in Park, 2002; Kovács in sod., 2016). Po inkubaciji izmerimo premer 
kolonije. Gibljivost lahko primerjamo z mutantami, kot so npr. mutante luxS in mutante z 
okvarjenimi flageli, ki kažejo na zmanjšano gibanje na poltrdnem gojišču (Castillo in sod., 
2014; Plummer, 2012; Ren in sod., 2018).  
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2.4.4 Metode preučevanja adhezije bakterij C. jejuni 
Metode preučevanja adhezije lahko razdelimo na direktne in indirektne. Med direktne 
metode spadajo mikroskopske tehnike, ki vključujejo svetlobno, epifluorescenčno, 
elektronsko, konfokalno in atomsko mikroskopijo. Poleg mikroskopskih tehnik med 
direktne metode spadajo tudi spektrofotometrija, štetje kolonij in pretočna citometrija. Med 
indirektne metode spadajo spektrofotometrične metode, ki temeljijo na barvanju 
adheriranih celic, ATP analiza, mikrobalansiranje s kvarčnim kristalom ter različne 
senzorske metode (Garret in sod., 2008; Meirles in sod., 2015). Pri bakteriji C. jejuni se 
pogostokrat uporabljajo polistirenske mikrotitrske plošče za preučevanje adhezije (Castillo 
in sod., 2014). Za hitro in natančno kvantifikacijo adheriranih celic na površino 
mikrotitrske plošče pri bakteriji C. jejuni se lahko uporabljajo novejši pristopi, ki temeljijo 
na metodah verižne reakcije s polimerazo (PCR). Klančnik in sod. (2018) so optimizirali 
metodi digitalnega PCR in kvantitativnega PCR v realnem času, s katerima so 
kvantificirali število adheriranih celic bakterij C. jejuni na površino mikrotitrske plošče.  
2.5 METODE DETEKCIJE SIGNALNIH MOLEKUL 
Pri detekciji signalnih molekul se lahko uporabljajo biosenzorske ali kemijsko – analitske  
metode (Turan, 2017; Zhao in sod., 2018). Pri uporabi kemijsko – analitskih   metod je 
zelo pomembno dobiti natančne in ponovljive rezultate, pri čemer sta ključna ekstrakcija 
ter detekcija signalnih molekul. Biosenzorske metode uporabljajo občutljive in selektivne 
tehnike, kjer se analiti kombinirajo z biološkim komponentami in dajejo merljive signale 
(Turan, 2017).  
2.5.1 Kemijsko – analitske metode detekcije signalnih molekul 
Ena izmed najenostavnejših metod za kvalitativno in kvantitativno določanje bioaktivnih 
spojin, med katere uvrščamo signalne molekule, je tankoplastna kromatografija. Princip 
metode temelji na premikanju mobilne - tekoče faze, po čvrsti - stacionarni fazi, glede na 
različno afiniteto mobilne faze do stacionarne faze (Kumar in sod., 2013; Turan, 2017).  
Kolorimetrične metode se uporabljajo za detekcijo avtoinduktorjev, a niso v vsakdanji 
uporabi. Temeljijo na uporabi barvnih reagentov. S kolorimetrično metodo so 
kvantificirane  signalne molekule AI-2 (Turan, 2017). Infrardeča (IR) spektroskopija je 
široko uporabljena metoda za določanje strukture spojin glede na različne funkcionalne 
skupine, ki dajejo različne kemijske lastnosti. Z metodo infrardeče spektroskopije so 
detektirali signalne molekule N-butanoil-DL-homoserin (C4-HSL) (Turan, 2017). 
Kromatografske metode omogočajo kvalitativno in kvantitativno določanje molekul AHL. 
Molekule AHL vsebujejo različne acilne skupine, kar vpliva na polarnost in molekularno 
težo. Zaradi teh lastnosti lahko detekcijo molekul AHL naredimo s plinsko ali tekočinsko 
kromatografijo (Turan, 2017). Plinsko kromatografijo (GC) lahko kombiniramo z masno 
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(MS). V kombinaciji z MS se povečuje natančnost detekcije analitov. Za zelo natančno 
analizo se uporablja tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, ki je lahko združena z 
MS (HPLC-MS/MS) (Turan, 2017; Wang in sod., 2017).  
2.5.2 Biosenzorske metode detekcije signalnih molekul 
Pri biosenzorskih metodah se običajno uporabljajo biosenzorski sevi. To so lahko različni 
mikroorganizmi, ki zelo hitro in z visoko občutljivostjo zaznavajo prisotnost signalnih 
molekul ali tudi prisotnost njihovih naravnih ali sintetičnih inhibitorjev.(Zhao in sod., 
2018). Biosenzorski sevi običajno sami ne proizvajajo signalne molekule AHL, ampak 
vsebujejo receptorje za sprejem signalnih molekul (Kothari in sod., 2017). Ko biozensorski 
sevi sprejmejo signal, pride do uravnavanja izražanja genov, kar zaznamo kot spremembo 
fenotipa. Biosenzorski sevi najpogosteje temeljijo na proizvodnji pigmenta violacein, 
bioluminiscenci, izražanju zelenega fluorescirajočega pigmenta ter ekspresiji β-
galaktozidaze (Turan, 2017). 
2.5.2.1 Vibrio harveyi kot biosenzorski sev 
Vibrio harveyi je po Gramu negativna bakterija, ki jo lahko najdemo v vodnem okolju, 
predvsem morskem (Plaza in sod., 2018). Predstavlja enega izmed najbolj raziskovanih 
bakterijskih modelov za preučevanje bioluminiscence in medceličnega signaliziranja 
(Delle Side in sod., 2015). Medcelično signaliziranje bakterij V. harveyi je regulirano s 
tremi različnimi signalnimi molekulami, ki vplivajo na izražanje genov. Signalne molekule 
HAI-1, AI-2 in CAI-1 se na površini celice vežejo na različne membransko vezane 
receptorje, ter povzročajo kaskado reakcij fosforilacije oz. defosforilacije (Natrah in sod., 
2011). Sintezo signalne molekule HAI-1 sproži sintaza LuxM, signalne molekule AI-2 
sintaza LuxS, ter signalne molekule CAI-1 sintaza CsqA. Signalno molekulo HAI-1 zazna 
receptor LuxN, AI-2 zaznata receptorja LuxQ in LuxP, ter CAI-1 zazna receptor CqsS. Na 
sliki 1 je prikazana shema medceličnega signaliziranja bakterij V. harveyi (Delle Side in 
sod., 2015). Centralni protein s ključno vlogo pri transdukcijski kaskadi je LuxO protein. 
Ko je LuxO fosforiliran, indirektno inhibira produkcijo transkripcijskega regulatornega 
proteina LuxR, ter s tem tudi izražanje genov, ki so vpleteni v bioluminiscenco. LuxO je 
defosforiliran pri visoki koncentraciji signalnih molekul, kar pripelje do translacije mRNK 
luxR. Protein LuxR vpliva na izražanje tarčnih genov, ki uravnavajo medcelično 
signaliziranje, ter vpliva na prepisovanje luxCDABE operona, ki kontrolira produkcijo 
encima luciferaza in dolgoverižnih aldehidov. V nadaljevanju encim luciferaza omogoča 
pretvarjanje kemijske energije v vidno svetlobo oz. sproža bioluminiscenco bakterij 
V.  harveyi (Delle Side in sod., 2015; Natrah in sod., 2011).  
Bakterijski sev V. harveyi BB170 se uporablja za določanje bioluminiscence v presejalni 
metodi za zaznavanje signalnih molekul AI-2 ter tudi za kvantitativno določanje signalnih 
molekul AI-2. V. harveyi BB170 je mutanta, ki ne izraža gena luxN, ter ne more zaznati 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
16 
signalne molekule HAI 1, zato bakterijski sev V. harveyi BB170 zaznava samo prisotnost 
signalnih molekul AI-2. Supernatant bakterijske kulture, ki proizvaja signalno molekulo 
AI-2, dodamo razredčeni kulturi V. harveyi BB170, ki zazna zunajcelični AI-2 ter sproži 
bioluminiscenco (Delle Side in sod., 2015; Rumbaugh, 2011; Zhao in sod., 2018). 
Koncentracija signalnih molekul AI-2, ki sproži bioluminiscenco, znaša med 35 nM in 0,4 
μM. Višja koncentracija ne sproži bioluminiscence (Vilchez in sod., 2007).  
Gojišče za zaznavanje bioluminiscence mora vsebovati točno določeno količino železovih 
ionov, ker le-ti povečujejo bioluminiscenco, drugi elementi pa jo lahko inhibirajo in dajejo 
lažno pozitivne oz. negativne rezultate. Pomembna je tudi sestava in pH gojišča 
preiskovanega seva, saj lahko vplivata na bioluminiscenco poročevalskega seva. Zato je 
zelo pomembno pred začetkom testa bioluminiscence pravilno pripraviti bakterijsko 
kulturo V. harveyi BB170, kot tudi parametre merjenja na čitalcu bioluminiscence, kot je 
naprimer čas merjenja. Pomembno je tudi ustrezno redčiti gojišče, da ne vpliva na 
izražanje bioluminiscence pri poročevalskem sevu (Rumbaugh, 2011; Zhao in sod., 2018). 
Pri določanju proizvodnje signalnih molekul bakterij C. jejuni je ta metoda najpogostejše 
uporabljena (Castillo in sod., 2014; Elvers in Park; 2002; Bezek in sod., 2016).  
 
 
Slika 1: Shema medceličnega signaliziranja bakterij V. harveyi (Delle Side in sod., 2015) 
2.5.2.2 Chromobacterium violaceum kot biosenzorski sev 
Chromobacterium violaceum je po Gramu negativna bakterija, ki jo običajno najdemo v 
tleh in vodah tropske in subtropske regije (Ciprandi in sod., 2013). Medcelično 
signaliziranje pri tej bakteriji sproži prepis operona vio, ki kodira violacein, pigment, ki 
kolonije obarva vijolično. Tvorbo violaceina lahko kvantificiramo, zaradi česar se ta 
bakterija široko uporablja kot modelni organizem pri preučevanju medceličnega 
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signaliziranja (Kothari in sod., 2017). C. violaceum CV026 je biosenzorski sev, ki se 
uporablja za zaznavanje zunajceličnih signalnih molekul AHL. Je mutanta, ki sama ne 
proizvaja molekul AHL, zaradi česar lahko proizvaja violacein samo, ko so prisotni 
zunanji signali (Kothari in sod., 2017; Steindler in Venturi, 2007).  
2.5.2.3 Ostali biosenzorski sevi 
Za detekcijo signalnih molekul se uporablja tudi genetsko spremenjena E. coli, ki zazna 
signalne molekule AI-2. E. coli CT104 je sev, ki ne vsebuje gena luxS, potrebnega za 
sintezo signalne molekule AI-2, ter ne vsebuje genov lsrF in lsrG za sintezo encima, ki 
sproži razgradnjo signalne molekule AI-2. Vsebuje plazmida pCT6 in pET200/DsRed, ki 
sta potrebna za zaznavanje signala. Ko je zunajcelični AI-2 prisoten, pride do izražanja 
rdečega (DsRed) in zelenega fluorescirajočega proteina (GFP), ki v tem primeru služita kot 
označevalca. Podoben mehanizem je prisoten pri sevih S. typhimurium MET844 in E. coli 
KX1446 (Zhao in sod., 2018).  
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 NAČRT POTEKA DELA 
 
 
Slika 2: Shema poteka dela 
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Med izvedbo poskusov smo uporabljali laboratorijski pribor in naprave Laboratorija za 
živilsko mikrobiologijo, Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani, ki so navedeni v 
preglednicah 3, 4, ter reagente in raztopine, ki so navedene v preglednici 5.   
 
Preglednica 3: Laboratorijski pribor in njihov proizvajalec 
Laboratorijski pribor Proizvajalec 
Anaerobne posode Oxoid, Velika Britanija 
Avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija 
Brisi  Flmedical, Italija 
Filter papir Whatman, Nemčija 
Filtri 0,2 μm Sartorius, Nemčija 
Injekcijske brizge BD Emerald, Španija 
Kivete Starstedt, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Petrijeve plošče Starstedt, Nemčija 
Plastične cepilne zanke VWR, Velika Britanija 
Plinska jeklenka z mešanico plinov Istragas, Slovenija 
Polistirenske mikrotitrske plošče, prozorne Nunc, Danska 
Polistirenske mikrotitrske plošče, bele Nunc, Danska 
Steklene čaše, epruvete in bučke Brand, Nemčija 
Preglednica 4: Naprave in njihov proizvajalec 
Naprave Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius Analytic, Nemčija 
Avtoklav Sutjeska, Srbija 
Čitalec mikrotitrskih plošč Varioskan, Thermo Scientific, ZDA 
Inkubator (tipSP190) Kambič, Slovenija 
Laminarij Thermo Scentific, ZDA 
Magnetno mešalo Tehtnica, Slovenija 
Mlinček Bosch, Nemčija 
Plinski gorilnik USBECK, Nemčija 
Spektrofotometer Thermo Scientific, ZDA 
Spiralec mikrotitrskih plošč Integra, Švica 
Stresalnik mikrotitrskih plošč Eppendorf, Nemčija 
Tehtnica Mettler Toledo, Švica 
Ultrazvočna kopel HAAKE, Nemčija 
Vakuumski rotacijski uparjevalnik (rotavapor) Heidolph, Nemčija 
Vorteks mešalo IKA, Belgija 
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Preglednica 5: Reagenti in raztopine 
Reagenti in raztopine Proizvajalec 
Absolutni etanol (96 vol. % EtOH) Merck, Nemčija 
Destilirana voda (dH2O) / 
Dimetilsulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
Fiziološka raztopina (0,9 % NaCl) / 
Kanamicin Merck, Nemčija 
Karmali selektivni dodatek Microbiol. Diagnostici (76.205), Italija 
PBS Oxoid, Velika Britanija 
Resazurin Sigma Aldrich, Nemčija 
Menadion Sigma Aldrich, Nemčija 
 
3.2.1 Rastlinski pripravki  
Pri poskusih smo uporabljali 30 rastlinskih pripravkov, od tega 6 čistih spojin rastlinskih 
sekundarnih metabolitov (preglednica 6), 7 eteričnih olj (dodana oznaka EO), 17 etanolnih 
izvlečkov (brez dodatne oznake, če je bil uporabljen le en etanolni izvleček in različne 
oznake, če jih je bilo več, glede na rastlinski material (npr. cvetovi, listi) ali čas ekstrakcije  
(preglednica 7). Navedene so oznake, uporabljene pri poskusih, slovensko in latinsko ime, 
vrsta rastlinskega pripravka ter izvor.  
Preglednica 6: Čiste spojine rastlinskih sekundarnih metabolitov 
Rastlinski pripravki Vrsta rastlinskega pripravka Izvor 
Cinamil alkohol Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
Sigma Aldrich, Nemčija 
Karvakrol Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
Roth, Nemčija 
Levamentol Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
Sigma Aldrich, Nemčija 
Rožmarinska kislina Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
Sigma Aldrich, Nemčija 
Tirosol Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
Sigma Aldrich, Nemčija 
γ-terpinen Čisti rastlinski sekundarni 
metabolit 
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Brin EO Navadni brin 
 
J. communis Eterično olje Samson Kamnik, Slovenija 
Dobra misel EO  Dobra misel O. vulgare Eterično olje LV, Slovenijaa 
Dobra misel 1  Dobra misel O. vulgare Etanolni izvleček pred 
destilacijo 
BF-ULb 
Dobra misel 3  Dobra misel O. vulgare Etanolni izvleček po 
destilaciji 
BF-UL 
Dobra misel L.  Dobra misel O. vulgare Etanolni izvleček listov UNI-Grazc 
Dobra misel F.   Dobra misel O. vulgare Etanolni izvleček 
cvetov 
UNI-Graz 
Klinčki EO Klinčki S. aromaticum Eterično olje LV, Slovenija 
Kopriva 1 Kopriva U. dioica Etanolni izvleček listov 
pred destilacijo 
BF-UL 
Kopriva 3 Kopriva  U. dioica Etanolni izvleček listov 
po destilaciji 
BF-UL 
Kraški šetraj Kraški šetraj S. montana Etanolni izvleček 
cvetov 
UNI-Graz 





Mačje tačke L. Mačje tačke A.margaritacea 
 
Etanolni izvleček listov UNI-Graz 
Mačje tačke S. Mačje tačke A.margaritacea 
 
Etanolni izvleček stebla UNI-Graz 
Meta EO Poprova meta M. piperita Eterično olje LV, Slovenija 
Rhodiola  Rhodiola rosea Etanolni izvleček 
korena 
UNI-Graz 
Rman 1 Rman  A. millefolium Etanolni izvleček listov 
pred destilacijo 
BF-UL 
Rman 3 Rman A. millefolium Etanolni izvleček listov 
po destilaciji 
BF-UL 
Rožmarin EO Rožmarin R. officinalis Eterično olje LV, Slovenija 
Rožmarin  Rožmarin R. officinalis Etanolni izvleček listov BF-UL 
Sivka EO Sivka L. hybrida Eterično olje M. Jeršek S.P., Slovenija 
Smilj 1 Smilj H. arenarium Etanolni izvleček UNI-Graz 
Smilj 3 Smilj H. arenarium Etanolni izvleček UNI-Graz 
Timijan EO Timijan T. vulgaris Eterično olje LV, Slovenija 
Vratič Vratič T. vulgare Etanolni izvleček UNI-Graz 
a – Lek Veterina, Slovenija, b – Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani, Slovenija, c – Inštitut za 
farmakološke vede, Univerza v Gradcu, Avstrija  
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3.2.2 Mikrobiološka gojišča  
Za izvedbo poskusov smo uporabili različna gojišča (preglednica 8). Komercialno 
dostopna gojišča smo pripravili po navodilih proizvajalca, medtem ko smo sestavljeno 
poltrdno gojišče MHB + 0,4 % agar, selektivno gojišče MHA z dodatkom kanamicina in 
trdo gojišče AB naredili po recepturi v preglednici 9. Tekoče gojišče AB vsebuje enake 
sestavine kot trdo gojišče AB, razen agarja. Vsa gojišča smo avtoklavirali 15 min, pri 
temperaturi 121 °C in tlaku 1,1 bar. Ohlajena gojišča, do cca 45 °C smo aseptično razlili v 
petrijeve plošče. Vsa gojišča smo do uporabe shranjevali v hladilniku pri 4 °C. 
Preglednica 8: Gojišča, njihov proizvajalec in referenčna oznaka 
Gojišče Proizvajalec Referenčna oznaka 
Trdo gojišče Karmali Biolife, Italija 401283 
Trdo gojišče MHA BioMéroeux, Francija 51075 
Tekoče gojišče MHB Oxoid, Velika Britanija CM0405 
Poltrdno gojišče MHB + 0,4 % 
agar 
/ / 
Selektivno gojišče MHA z 
dodatkom kanamicina 
/ / 
Trdo gojišče AB / / 
Tekoče gojišče AB / / 
Preglednica 9: Sestavljena gojišča, njihove sestavine, koncentracija in proizvajalec 
Poltrdno gojišče MHB + 0,4 % agar 
 Sestavine Koncentracija (g/L) Proizvajalec  
MHB 21 Oxoid, Velika Britanija  
Bakteriološki agar 4 Biolife, Italija  
Selektivno gojišče MHA z dodatkom kanamicina 
 Sestavine Koncentracija (g/L) Proizvajalec  
MHA 38 BioMéroeux, Francija  
Kanamicin 0,03 Merck, Nemčija  
Gojišče AB 
  Sestavine Koncentracija (g/L) Proizvajalec 
NaCl 17 Merck, Nemčija 
MgSO4 + 7 H2O 25,21 Merck, Nemčija 
Kazaminska kislina 2 BactoTM, ZDA 
Bakteriološki agar 15 Biolife, Italija  
L-arginin monohidroklorid 21,066 Merck, Nemčija 
Glicerol 4 Kemika, Hrvaška 
K2HPO4+KH2PO4 138,08 Kemika, Hrvaška 
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3.2.3 Bakterijski sevi 
Pri vseh poskusih smo uporabljali bakterijski referenčni sev C. jejuni NCTC 11168 
Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, Biotehniške fakultete, Univerze v Ljubljani. Pri 
testiranju bioluminiscence smo poleg tega uporabljali še sev C. jejuni 11168ΔluxS, 
mutanto, ki ne proizvaja signala AI-2 (Plummer in sod., 2012) ter poročevalski sev 
V.  harveyi BB170 (Bassler in sod., 1997). Vsi bakterijski sevi, ki smo jih uporabljali pri 
poskusih, so hranjeni v raztopini glicerola v zamrzovalniku pri temperaturi – 80 °C. 
3.3 METODE 
3.3.1 Priprava etanolnih izvlečkov  
Večina izvlečkov je bila predhodno pripravljena na Institutu za farmakognozijo v Gradcu, 
v okviru naloge pa smo pripravili etanolne izvlečke listov dobre misli (O. vulgare), koprive 
(U. dioica), rmana (A. millefolium) in rožmarina (R. officinalis). Posušene liste smo najprej 
zmleli v mlinčku. Nato smo celotno zmleto vsebino (30 g) prenesli v 250 mL 
erlenmajerico z obrušenim vratom ter ji dodali 150 mL 96 % etanola in segrevali pri 100 
°C 40 min. Ohlajeno vsebino smo prefiltrirali in nato prenesli v bučko z obrušenim vratom 
ter na vakuumskem rotacijskem uparjevalniku (rotavaporju) odparili topilo. Začetni tlak na  
rotavaporju smo prilagodili na 200 mbar, nakar smo ročno spuščali tlak do 0 mbar (slika 
3). Ko smo odparili ves etanol, smo vsebino prenesli v majhne plastične posodice in jih do 
uporabe shranili v zamrzovalniku pri – 20 °C. 
 
Slika 3: Priprava etanolnih izvlečkov (a: mletje listov, b: segrevanje na magnetnem mešalu, c: filtriranje 
etanolnega izvlečka, d: odparevanje 96 % etanola) 
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3.3.2 Oživitev bakterijskih sevov 
Bakterijski sev C. jejuni NCTC 11168, hranjen v skrinji pri – 80 °C, smo nacepili na 
selektivno gojišče Karmali, sev C. jejuni 11168ΔluxS pa na selektivno gojišče MHA z 
dodatkom kanamicina. Nato smo petrijeve plošče zaprli v anaerobne posode in zagotovili 
mikroaerofilno atmosfero tako, da smo prepihovali z mešanico plinov (5 % O2, 10 % CO2 
in 85 % N2). Inkubacija je potekala 24 h pri 42 °C pri vseh poskusih.  
Bakterijski sev V. harveyi BB170, hranjen v skrinji pri – 80 °C, smo nacepili na selektivno 
gojišče AB in inkubirali 24 h pri 30 °C v aerobni atmosferi.  
3.3.3 Določanje protimikrobne aktivnosti rastlinskih pripravkov  
3.3.3.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov 
Najprej smo naredili založno raztopino rastlinskih pripravkov v raztopini DMSO v 
koncentraciji 40000 mg/L. Potem smo iz založne raztopine naredili delovno raztopino v 
gojišču MHB, ki ne sme vsebovati več kot 5 % raztopine DMSO, saj bi lahko DMSO 
vplival na rast bakterije C. jejuni (Šimunović, 2016).  
3.3.3.2 Priprava delovne kulture bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168 
Prekonočno kulturo C. jejuni NCTC 11168 smo precepili na gojišče MHA ter inkubirali 24 
h v mikroaerofilnih pogojih pri 42 °C. Po inkubaciji smo prekonočno kulturo z brisom 
inokulirali v 5 mL svežega gojišča MHB. Nato smo na spektrofotometru določili vrednost 
OD600, ki mora znašati približno 0,1. To začetno kulturo smo 100-krat redčili, da bi dosegli 
delovno kulturo z OD600 približno 0,001, kar ustreza začetnemu inokulumu 10
5 celic / mL.  
3.3.3.3 Preverjanje števila celic v delovni kulturi bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168 
Da bi preverili število celic v delovni kulturi, smo jo redčili do ustrezne redčitve v 
fiziološki raztopini (0,9 % NaCl). Potem smo 3-krat  po 10 μL razredčitve prenesli na 
gojišče MHA. Po 24 h inkubaciji v mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C smo določili število 
CFU/mL.  
3.3.3.4 Priprava mikrotitrske plošče za določanje vrednosti MIK 
MIK smo določili z metodo mikrodilucije v bujonu po postopku na sliki 4. Končni 
volumen v luknjicah je bil 100 μL. Ko smo dodali delovno kulturo, smo dobili naslednje 
koncentracije v mikrotitrski plošči: 1000 mg/L, 500 mg/L, 250 mg/L, 125 mg/L, 62,5 
mg/L, 31,25 mg/L in 15,625 mg/L. Naredili smo tudi pozitivno in negativno kontrolo rasti 
bakterijskega seva C. jejuni NCTC 11168. Mikrotitrsko ploščo smo pred 24 h inkubacijo v 
mikroaerofilni atmosferi in 42 °C stresali 1 min na stresalniku mikrotitrskih plošč pri 550 
obratov/min.  
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Slika 4: Shema mikrotitrske plošče 
3.3.3.5 Priprava raztopine resazurina  
Za pripravo raztopine resazurina, ki smo jo uporabili za zaznavanje živosti celic, smo 
natehtali 0,0083 g resazurina in ga raztopili v 2,96 mL dH2O. Potem smo v raztopino 
resazurina dodali 27,04 mL gojišča MHB. Raztopino menadiona smo naredili tako, da smo 
0,0059 g menadiona raztopili v 4,2 mL raztopine DMSO. V raztopini resazurina mora biti 
volumsko razmerje med volumni raztopine menadiona : raztopini resazurina 1 : 9. Zato 
smo v 30 mL raztopine resazurina dodali 3,5 mL raztopine menadiona. Reagent smo do 
uporabe skladiščili v hladilniku pri 4 °C. 
3.3.3.6 Določanje MIK 
Po 24 h inkubaciji smo v vsako luknjico dodali po 10 μL raztopine resazurina. Potem smo 
mikrotitrsko ploščo stresali 1 min na stresalniku mikrotitrskih plošč pri 550 obratih/min in 
jo nato inkubirali približno 2 h v mikroaerofilni atmosferi pri 42 °C. MIK smo določili 
spektrofluorimetrično s čitalcem mikrotitrskih plošč in sicer pri eksitacijski svetlobi 560 
nm in emisijski svetlobi 590 nm. Primer določanja minimalne inhibitorne koncentracije je 
prikazan na sliki 5.  
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Slika 5: Primer določanja MIK. RP 1→4 (Rastlinski pripravek 1→4) 
3.3.4 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje  
3.3.4.1 Priprava izrabljenega gojišča sevov C. jejuni NCTC 11168 in C. jejuni NCTC 
11168 ΔluxS 
Prekonočno kulturo seva C. jejuni NCTC 11168 smo z brisom inokulirali v 5 mL svežega 
gojišča MHB ter na spektrofotometru določili vrednost OD600 = 0,25. Potem smo 100 μL 
kulture, ki vsebuje 5 × 105 celic/mL, prenesli v novih 5 mL gojišča MHB, brez in z 
dodatkom rastlinskih pripravkov v koncentraciji 1/4 MIK. Koncentracijo 1/4 MIK smo 
uporabili zato, ker predstavlja subinhibitorno koncentracijo, ki ne vpliva na rast bakterij, 
kar smo preverili z določanjem CFU/mL.  
Po 24 h inkubaciji v mikroaerofilni atmosferi pri temperaturi 42 °C smo pridobljeni kulturi 
najprej preverili koncentracijo celic (CFU/mL). Nato smo kulturo filtrirali čez filtre z 
velikostjo por 0,2 μm in odstranili bakterije. Dobili smo izrabljeno gojišče (IG), v katerem 
se nahajajo signalne molekule. IG smo do testiranja bioluminiscence shranjevali v 
zamrzovalniku na – 20 °C. Na enak način smo pripravili tudi IG za sev C. jejuni 
11168ΔluxS. Vse poskuse smo naredili v treh bioloških ponovitvah. 
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3.3.4.2 Priprava bakterijske kulture V. harveyi BB170 
Postopek oživitve bakterijskega seva V. harveyi BB170 je opisan v poglavju 3.3.2. 
Bakterijo V. harveyi BB170 smo 16 h pred izvedbo testa bioluminiscence precepili s 
trdnega gojišča AB v tekoče gojišče AB, nakar smo jo inkubirali v aerobni atmosferi pri 30 
°C. 
3.3.4.3 Testiranje bioluminiscence 
Pri testiranju bioluminiscence smo uporabljali bele mikrotitrske plošče. Kot poročevalski 
sev za zaznavanje zunanjih signalnih molekul AI-2 smo uporabili bakterijski sev 
V.  harveyi BB170 in sicer njegovo prekonočno kulturo, katero smo redčili 1 : 5000 v 
gojišču AB. V luknjice mikrotitrske plošče smo dodali IG bakterijskega seva C. jejuni 
NCTC 11168 ali bakterijskega seva C. jejuni 11168ΔluxS brez ali z dodatkom rastlinskih 
pripravkov in redčeno prekonočno kulturo bakterijskega seva V. harveyi BB170 v razmerju 
1 : 9. Končni volumen v luknjicah mikrotitrske plošče je bil 200 μL.  
Da bi potrdili, da bakterijski sev C. jejuni 11168ΔluxS ne proizvaja signalnih molekul, smo 
v luknjice mikrotitrske plošče dodali gojišče MHB in redčeno prekonočno kulturo 
bakterijskega seva V. harveyi BB170 v razmerju 1 : 9. Enako smo naredili tudi za 
mešanico rastlinskega pripravka v koncentraciji 1/4 MIK ter gojišča MHB zato, da bi 
potrdili, da rastlinski pripravek ne vpliva na bioluminiscenco. Prav tako smo v luknjice 
mikrotitrske plošče dodali po 200 μL redčene prekonočne kulture bakterijskega seva 
V.  harveyi BB170, ki so predstavljale kontrolo rasti tega seva. Poleg tega smo v luknjice 
mikrotitrske plošče dodali po 200 μL gojišča AB, ki so predstavljale negativno kontrolo 
rasti bakterijskega seva V. harveyi BB170.  
Bioluminiscenco smo merili 20 h (40 ciklov) na čitalcu mikrotitrskih plošč. Rezultate smo 
določili v točki, kjer je V. harveyi dosegal maksimalno vrednost bioluminiscence, po 15 h 
merjenja. Vsi poskusi so bili narejeni v najmanj treh bioloških in tehničnih ponovitvah. 
3.3.4.4 Določanje odstotka relativnega zmanjšanja bioluminiscence 
Odstotek relativnega zmanjšanja bioluminiscence po dodatku rastlinskih pripravkov smo 
določili po spodnji formuli: 
% 𝑧𝑚𝑎𝑛𝑗š𝑎𝑛𝑗𝑎 𝑏𝑖𝑜𝑙𝑢𝑚𝑖𝑛𝑖𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 = 100 % − (
𝐾−𝑙𝑢𝑥𝑆
𝐶.𝑗.  𝑅𝑃−𝑙𝑢𝑥𝑆 𝑅𝑃
) × 100 %               … (1) 
kjer je K bioluminiscenca poročevalskega seva po dodatku IG C. jejuni NCTC 11168, luxS 
bioluminiscenca poročevalskega seva po dodatku IG C. jejuni 11168ΔluxS, C. j. RP 
bioluminiscenca poročevalskega seva po dodatku IG C. jejuni NCTC 11168, ki je gojen z 
dodatkom rastlinskega pripravka in luxS RP bioluminiscenca poročevalskega seva po 
dodatku IG C. jejuni 11168ΔluxS, ki je gojen z dodatkom rastlinskega pripravka. 
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3.3.5 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost  
3.3.5.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov in inokulacija z bakterijskim 
sevom C. jejuni NCTC 11168 
Pri testiranju vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij C. jejuni smo uporabljali 
koncentracijo rastlinskega pripravka, ki ustreza 1/4 koncentracije njegove vrednosti MIK. 
Najprej smo naredili založno raztopino rastlinskih pripravkov v raztopini DMSO in sicer v 
100-krat višji koncentraciji 1/4 vrednosti MIK. Iz založne raztopine smo naredili delovno 
raztopino rastlinskih pripravkov v gojišču MHB, ki ne sme vsebovati več kot 5 % 
raztopine DMSO, saj bi lahko DMSO vplival na rast bakterij C. jejuni (Šimunović, 2016).  
Delovno raztopino rastlinskih pripravkov smo inokulirali z bakterijskim sevom C. jejuni 
NCTC 11168. Uporabili smo začetno koncentracijo celic, ki ustreza 5 × 105 celic / mL. 
Naredili smo tudi kontrolo, ki je vsebovala samo bakterijski sev C. jejuni NCTC 11168. 
Temu je sledila 24 h inkubacija v mikroaerofilni atmosferi pri temperaturi 42 °C. 
Vse poskuse smo naredili v treh bioloških ponovitvah.  
3.3.5.2 Določanje vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterije C. jejuni 
Po 24 h inkubaciji smo 1 μL kulture, ki je gojena brez in z dodatkom rastlinskega 
pripravka, prenesli na središče poltrdnega gojišča MHB + 0,4 % agar, ki se uporablja za 
testiranje gibljivosti bakterij. Za vse kulture smo določili CFU/mL. Petrijeve plošče smo 
inkubirali 48 h v mikroaerofilni atmosferi pri temperaturi 42 °C. Po inkubaciji smo z 
ravnilom določili premer roječe kolonije. Opazovali smo, ali dodatek rastlinskega 
pripravka v koncentraciji 1/4 vrednosti MIK vpliva na gibljivost bakterije C. jejuni tako, da 
smo primerjali premer roječe kolonije, kjer je bil dodan rastlinski pripravek s premerom 
roječe kolonije kontrole, kjer ni bil dodan rastlinski pripravek (slika 6).  
 
Slika 6: Primer določanja vpliva rastlinskega pripravka na gibljivost bakterij C. jejuni (kontrola levo, 
rastlinski pripravek desno) 
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3.3.6 Testiranje vpliva rastlinskih pripravkov na bakterijsko adhezijo  
3.3.6.1 Priprava delovne raztopine rastlinskih pripravkov in inokulacija z bakterijskim 
sevom C. jejuni NCTC 11168 
Pri testiranju vpliva rastlinskih pripravkov na adhezijo bakterij C. jejuni smo uporabljali 
polistirenske mikrotitrske plošče. Preučevali smo, ali rastlinski pripravek v koncentraciji 
1/4 vrednosti MIK vpliva na zmanjšanje adhezije bakterij C. jejuni na polistirensko 
mikrotitrsko ploščo. 
Najprej smo naredili založno raztopino rastlinskega pripravka v raztopini DMSO in sicer v 
100-krat višji koncentraciji 1/2 vrednosti MIK. DMSO ne sme presegati 5 % končne 
koncentracije delovne raztopine, ker bi lahko vplival na rast bakterije C. jejuni, zato smo v 
gojišču MHB naredili delovno raztopino, ki je vsebovala koncentracijo rastlinskega 
pripravka v vrednosti 1/2 vrednosti MIK (Šimunović, 2016). Razmerje med delovno 
raztopino rastlinskega pripravka in delovno kulturo bakterijskega seva C. jejuni NCTC 
11168 v luknjicah polistirenske mikrotitrske plošče je bilo 1 : 1. Končni volumen v 
luknjicah polistirenske mikrotitrske plošče je bil 100 μL (slika 7). Končna koncentracija 
rastlinskega pripravka v polistirenski mikrotitrski plošči je iznašala 1/4 koncentracije 
vrednosti MIK. 
Delovno kulturo smo naredili v gojišču MHB iz prekonočne kulture seva C. jejuni NCTC 
11168. Na spektrofotometru smo določili vrednost OD600, ki mora znašati približno 0,2, 
kar ustreza koncentraciji 108 celic / mL. Naredili smo tudi kontrolo rasti bakterijskega seva 
C. jejuni NCTC 11168, katero smo redčili z gojiščem MHB, v razmerju 1 : 1.  
Pred 24 h inkubacijo v mikroaerofilni atmosferi pri temperaturi 42 °C smo polistirenske 
mikrotitrske plošče stresali na stresalniku mikrotitrskih plošč 1 min pri 600 obratih/min.  
Vse poskuse smo izvedli v treh bioloških ponovitvah, s štirimi tehničnimi ponovitvami za 
vsako biološko ponovitev. 
3.3.6.2 Določanje števila pritrjenih celic na površino polistirenske mikrotitrske plošče 
Po 24 h inkubaciji smo polistirenske mikrotitrske plošče spirali s spiralcem mikrotitrskih 
plošč. Najprej smo s spiralcem sprali celotno gojišče MHB. Potem smo vse luknjice 
mikrotitrske plošče 3-krat spirali s po 100 μL raztopine PBS, da bi odstranili vse 
nepritrjene celice. Po spiranju smo v vse luknjice dodali po 100 μL raztopine PBS. Temu je 
sledila 10 min sonifikacija v ultrazvočni kopeli, katera je zagotovila sproščanje pritrjenih 
celic s površine polistirenske mikrotitrske plošče.  
Vse 4 tehnične ponovitve iz enega stolpca (naprimer A1 → D1) smo združili v eno 
mikrocentrifugirko. Število celic smo določili z redčenjem v raztopini PBS do ustrezne 
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redčitve. Na gojišče MHA smo prenesli 3-krat po 10 μL ustrezne redčitve. Temu je sledila 
24 h inkubacija v mikroaerofilni atmosferi pri temperaturi 42 °C, po kateri smo določili 
vrednost CFU/mL.  
 
Slika 7: Načrt za testiranje adhezije 
 
3.4. STATISTIČNA OBDELAVA REZULTATOV 
Vse poskuse smo naredili v najmanj treh bioloških ponovitvah. Rezultate smo obdelali v 
programu Microsoft Excel ter prikazali povprečne vrednosti skupaj s standardnimi odkloni. 
Statistično analizo smo naredili v  programu SPSS 15.0 (Statsoft Inc., Tulsa, ZDA). Za 
določanje statistične značilnosti smo uporabili Studentov T-test. Pri intervalu zaupanja 95 
% so rezultati statistično značilni pri vrednosti p < 0,05. Za določanje korelacije med MIK, 
spremembo bioluminiscence, gibljivosti in adhezije smo uporabili Kendall's tau-b-ov test. 
Kendall's tau-b-ov koeficient korelacije je definiran na intervalu od – 1 do 1, kjer vrednost 
– 1 pomeni največjo možno obratno sorazmerno povezanost in 1 največjo možno 
premosorazmerno povezanost. Vrednosti od 0 do 0,3 pomenijo šibko povezanost, od 0,3 do 
0,6 srednje močno povezanost in od 0,6 do 1 zelo močno povezanost. 
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4.1 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV 
PROTI BAKTERIJI C. jejuni  
Protibakterijsko aktivnost 30 rastlinskih pripravkov smo določili z metodo mikrodilucije 
pri referenčnem sevu C. jejuni NCTC 11168. Rezultati so v preglednici 10. 
Preglednica 10: Vrednosti MIK 30 različnih rastlinskih pripravkov (mg/L), pri referenčnem sevu C. jejuni 
NCTC 11168 
Rastlinski pripravki Minimalna inhibitorna koncentracija (mg/L) 
Brin EO  250 
Cinamil alkohol 125 
Dobra misel EO 62,5 
Dobra misel 1 250 
Dobra misel  3 250 
Dobra misel L. 500 
Dobra misel F. 500 
Karvakrol 31,25 
Klinčki EO 250 
Kopriva 1 1000 
Kopriva 3 1000 
Kraški šetraj  250 
Levamentol 125 
Mačje tačke F. 125 
Mačje tačke L. 1000 
Mačje tačke S. 1000 
Meta EO 31,25 
Rhodiola 500 
Rman 1 1000 
Rman 3 1000 
Rožmarin EO 125 
Rožmarin 500 
Rožmarinska kislina 250 
Sivka EO 250 
Smilj 1 1000 
Smilj 3 500 
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Vsi testirani rastlinski pripravki so pokazali relativno dobro protibakterijsko aktivnost pri 
bakterijskem sevu C. jejuni NCTC 11168, nekateri celo odlično, saj smo določili vrednosti 
MIK med 31,25 in 1000 mg/l (preglednica 10). Eterična olja in čisti rastlinski sekundarni 
metaboliti imajo nižje minimalne inhibitorne koncentracije kot etanolni izvlečki, torej 
večjo protimikrobno aktivnost zaradi večje koncentracije bioaktivnih učinkovin. Pri 
eteričnih oljih smo ugotovili najnižjo vrednost MIK eteričnega olja poprove mete (31,25 
mg/L), med čistimi spojinami rastlinskih sekundarnih metabolitov pa karvakrola (31,25 
mg/L). Najnižjo vrednost MIK smo med testiranimi etanolnimi izvlečki ugotovili pri 
rastlini Anaphalis, za etanolni izvleček cvetov, medtem ko je izvleček listov in stebel 
izkazoval slabšo protimikrobno aktivnost (vrednost MIK 1000 mg/l, preglednica 10).  
V tej nalogi je bilo določanje vrednosti MIK vseh rastlinskih pripravkov izvedeno zaradi 
nadaljnjih poskusov, kjer smo uporabljali le subinhibitorne koncentracije (1/4 vrednosti 
MIK), saj nismo želeli signifikantno vplivati na hitrost rasti bakterij. To je pomembno za 
nadaljnje preučevanje vpliva na medcelično signaliziranje, gibljivost in adhezijo bakterij 
C.  jejuni. 
4.2 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA MEDCELIČNO 
SIGNALIZIRANJE BAKTERIJ C. jejuni 
Vpliv rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje  bakterij C. jejuni smo preučevali 
posredno preko bioluminiscence poročevalskega seva. Kot poročevalski sev smo uporabili 
V. harveyi BB170, ki zazna, vendar ne proizvaja zunanje signalne molekule AI-2. C. jejuni 
proizvaja signalne molekule AI-2 ter jih sprošča v svoje okolje oziroma v gojišče. Zato 
smo pripravili izrabljena gojišča seva C. jejuni NCTC 11168, ki je bil gojen brez in z 
dodatkom rastlinskih pripravkov, ter jih dodali poročevalskemu sevu. 
Kot negativno kontrolo smo uporabili izrabljeno gojišče seva C. jejuni 11168ΔluxS, ki ne 
proizvaja signalne molekule. Da bi potrdili, da sev C. jejuni 11168ΔluxS ne proizvaja 
signalne molekule, smo testirali bioluminiscenco gojišča MHB (slika 8).  
Da bi preverili, ali rastlinski pripravek vpliva na bioluminiscenco, smo naredili mešanico 
rastlinskega pripravka v koncentraciji 1/4 MIK ter gojišča MHB in to dodali 
poročevalskemu sevu (slika 9). Merjenje bioluminiscence je trajalo 20 h.  
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Slika 8: Naraščanje bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 s časom, prikazano v relativnih 
luminiscenčnih enotah (RLE) po dodatku 20 μL IG: C. jejuni NCTC 11168 (pozitivna kontrola; ●), IG C. 
jejuni 111168ΔluxS (luxS; ●), po dodatku gojišča MHB (V. harveyi + MHB; ●) in gojišča AB (V. harveyi; ●). 
Prikazane so povprečne vrednosti ± standardni odklon. 
Slika 8 kaže delno prekrivanje rastnih krivulj bakterije V. harveyi BB170, kjer smo dodali 
IG C. jejuni 111168ΔluxS oz. gojišče MHB, kar kaže na to, da IG seva C. jejuni 
111168ΔluxS ne pospešuje izražanja bioluminiscence, medtem ko so vrednosti 
bioluminiscence V. harveyi BB170, ki raste ob prisotnosti IG C. jejuni NCTC 11168 višje 
kot pri IG mutante. S primerjanjem krivulj bakterije V. harveyi BB170, ki je gojen v 
gojišču AB in bakterije V. harveyi BB170 po dodatku gojišča MHB smo sklepali, da samo 
gojišče MHB sproža bioluminiscenco. Gojišče MHB je bogato gojišče, medtem ko je 
gojišče AB bolj revno. Bogata gojišča, zaradi višje koncentracije sladkorja vplivajo na 
bioluminiscenco poročevalskega seva (Rumbaugh, 2011). 
Bioluminiscenca v gojišču MHB predstavlja ozadje, ki ga pri računanju relativnega 
zmanjšanja bioluminiscence odštejemo. Ker sta bila seva C. jejuni NCTC 11168 in 
C.  jejuni 11168ΔluxS gojena v gojišču MHB, smo pri računanju relativnega zmanjšanja 
bioluminiscence upoštevali tudi bioluminiscenco gojišča MHB (priloga A). Odstotek 
relativnega zmanjšanja bioluminiscence smo izračunali z enačbo 1 v točki, kjer je bil signal 
seva V. harveyi BB170 najvišji (15 h, slika 8). Prav tako so vrednosti bioluminiscence 
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Slika 9: Naraščanje bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 s časom, prikazano v relativnih 
luminiscenčnih enotah (RLE) po dodatku 20 μL IG: C. jejuni NCTC 11168 (pozitivna kontrola; ●), IG 
C. jejuni 11168 inkubiranega z dodatkom rastlinskega pripravka (mačje tačke F.; ●), IG C. jejuni 11168ΔluxS 
inkubiranega z dodatkom rastlinskega pripravka (mačje tačke F. luxS; ●) in gojišča MHB z dodatkom 
rastlinskega pripravka (V. harveyi + MHB + mačje tačke F.; ●). Prikazane so povprečne vrednosti ± 
standardni odklon. 
Na sliki 9 vidimo, da sta krivulji bioluminiscence V. harveyi BB170 ob dodatku IG 
C.  jejuni 111168ΔluxS  oz. ob dodatku rastlinskega pripravka v koncentraciji 1/4 MIK ter 
gojišča MHB podobni (p > 0,05), kar nakazuje, da rastlinski pripravek ne vpliva na 
bioluminiscenco poročevalskega seva. Prav tako je iz slike 9 razvidno, da dodatek 
rastlinskega pripravka v rastno gojišče bakterije, iz katere smo pripravili IG, vpliva na 
zmanjšanje bioluminiscence poročevalskega seva. 
Na sliki 10 so prikazani vsi zbrani rezultati merjenja bioluminiscence poročevalskega seva, 
ki jo sproži dodatek izrabljenega gojišča C. jejuni NCTC 11168, inkubiranega brez in z 
dodatkom rastlinskih pripravkov. Vsem vrednostim smo odšteli ozadje oz. 
bioluminiscenco V. harveyi BB170, ki jo spodbudi izrabljeno gojišče C. jejuni 
11168ΔluxS, inkubiranem brez ali z dodatkom rastlinskega pripravka.  
Vsi rastlinski pripravki so v koncentraciji 1/4 vrednosti MIK vplivali na zmanjšanje 
bioluminiscence. 90 % vseh, torej 27 od prikazanih 30, je doseglo tudi statistično značilno 
zmanjšanje bioluminiscence (p < 0,05). Izjema so bili cinamil alkohol (čista spojina 
rastlinskega sekundarnega metabolita), eterično olje klinčkov in etanolni izvleček listov 
smilja (po destilaciji). Največji učinek na relativno zmanjšanje bioluminiscence je pokazal 
tirosol (čista spojina rastlinskega sekundarnega metabolita, 98 %). Več kot 95 % 
zmanjšanje bioluminiscence sta povzročila tudi etanolni izvleček vratiča in eden od 
testiranih etanolnih izvlečkov koprive (Slika 10). Podatki o relativnem zmanjšanju 




























Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje pri bakteriji Campylobacter jejuni.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
35 
C. jejuni NCTC 11168, inkubiranega z dodatkom ostalih  rastlinskih pripravkov, so 
prikazani v prilogi A. 
Enega od zanimivih rezultatov testiranja je omogočilo dejstvo, da smo imeli na razpolago 5 
različnih pripravkov dobre misli (O. vulgare), in sicer en vzorec eteričnega olja in 4 vzorce 
etanolnih izvlečkov. Kljub relativno veliki standardni napaki metode, ki je razvidna iz slike 
10, smo dobili zelo podobna zmanjšanja bioluminiscence pri 4 vzorcih, izjema je bil le 
vzorec dobra misel 1 (62 % zmanjšanje), vsi ostali so imeli vrednosti okoli 85-89 % 
zmanjšanja bioluminiscence poročevalskega seva (dobra misel 3 (87 %), dobra misel EO 
(89 %), dobra misel F. (etanolni izvleček cvetov; 85 %) in dobra misel L. (etanolni 
izvleček listov; 85 %). Dobra misel 1 in dobra misel 3 sta bila etanolna izvlečka listov, ki 
sta se razlikovala v tem, da je bil prvi pridobljen z etanolno ekstrakcijo posušenih listov 
pred destilacijo eteričnega olja, vzorec dobra misel 3 pa z etanolno ekstrakcijo odpadnega 
materiala po destilaciji eteričnega olja. 
Podobno označevanje vzorcev je bilo uporabljeno tudi za nekatere druge izvlečke – 
pripravljene iz koprive, rmana in smilja (slika 10). Zanimivo je, da so vzorci z oznako 3,  
torej pridobljeni iz odpadnega materiala po destilaciji povzročili skoraj enak (rman), večji 
(kopriva) ali manjši učinek (smilj) v smislu zmanjšanja bioluminiscence, kar kaže na 
specifični vpliv nehlapnih sestavin izvlečkov različnega porekla.   
Za vse kulture, ki so bile gojene z dodatkom rastlinskih pripravkov in smo nato naredili IG, 
smo določili tudi koncentracijo celic (2,46 × 108 ± 1,46 × 108 CFU/mL), pri katerih v 
primerjavi s kontrolo (1,87 × 108 ± 8,22 × 107 CFU/mL) ni bila opažena signifikantna 
razlika v hitrosti rasti. Koncentracije celic so podane v prilogi B. 
Ramić D. Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje pri bakteriji Campylobacter jejuni.  




Slika 10: Bioluminiscenca poročevalskega seva V. harveyi BB170, ki jo spodbudi IG C. jejuni 11168, ki je gojen brez ali z dodatkom rastlinskega pripravka. 
Prikazane so povprečne vrednosti bioluminiscence v relativnih luminiscenčnih enotah (RLE) z odštetimi vrednostmi bioluminiscence V. harveyi BB170, ki jo 
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4.3 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA GIBLJIVOST BAKTERIJ 
C. jejuni 
Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij C. jejuni smo preučevali po 
kultivaciji v tekočem gojišču brez ali z dodatkom 30 rastlinskih pripravkov v koncentraciji 
1/4 vrednosti MIK na poltrdnem gojišču (0,4 % agar), da smo preprečili vpliv na rast 
bakterij. Uporabljali smo tekoče kulture C. jejuni NCTC 11168 inkubiranega brez ali z 
dodatkom rastlinskih pripravkov, ki smo jih uporabili tudi za pripravo izrabljenega gojišča. 
Na poltrdnem agarju smo primerjali premere roječih kolonij kontrole (bakterijski sev 
C. jejuni NCTC 11168) s kolonijami istega seva po kultivaciji v gojišču z dodatkom 
rastlinskega pripravka. Odstotek zmanjšanja premera kolonije smo izrazili kot odstotek 
zmanjšanja gibljivosti.  
Na sliki 11 so prikazane vrednosti premerov roječih kolonij na poltrdnem gojišču. Opazili 
smo, da je 25 rastlinskih pripravkov zmanjšalo gibljivost testnega seva C. jejuni NCTC 
11168. S statistično analizo podatkov pa smo ugotovil, da so le 4 pripravki, t.j. eterično 
olje navadnega brina, dobre misli in  timijana ter γ-terpinen, statistično značilno zmanjšali 
gibljivost tega seva (p < 0,05).  
Eterično olje navadnega brina je zmanjšalo gibljivost za 40 ± 3 %, eterično olje dobre misli 
35 ± 6 % in eterično olje timijana pa za 35 ± 3 %. Največji učinek na zmanjšanje 
gibljivosti testiranega seva pa je imel γ-terpinen, ki smo ga testirali v obliki čiste spojine, je 
pa eden od glavnih sestavin številnih rastlinskih eteričnih olj. Gibljivost testnega seva je 
zmanjšal za 49 ± 6 %. Preostali rastlinski pripravki niso pokazali statistično značilnega 
zmanjšanja gibljivosti pri bakteriji C. jejuni (p > 0,05). Kljub temu lahko opazimo dober 
učinek nekaterih etanolnih izvlečkov predvsem dobre misli 1 in 3, dobre misli L. in F., 
koprive 3, mačjih tačk F. in L. ter rožmarina. Visoka odstopanja, ki smo jih dobili pri 
testiranju gibljivosti, pripisujemo neoptimiziranosti metode preučevanja gibljivosti.
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4.4 VPLIV IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA ADHEZIJO BAKTERIJ 
C.  jejuni 
Vpliv izbranih rastlinskih pripravkov v koncentraciji 1/4 vrednosti MIK na adhezijo 
C. jejuni smo preučevali na polistirenskih mikrotitrskih ploščah. Določili smo število 
pritrjenih celic (CFU/mL) na površini polistirenske mikrotitrske plošče kot je opisano v 
poglavju 3.3.6.2. Primerjali smo število adheriranih celic kontrolnega vzorca brez dodatka 
rastlinskega pripravka s številom adheriranih celic, kjer je bil gojišču dodan rastlinski 
pripravek.  
Zaradi lažjega predstavljanja rezultatov smo na sliki 12 prikazali logaritmirane vrednosti 
CFU/mL. Opazili smo, da 14 od 30 rastlinskih pripravkov ima statistično značilen vpliv na 
zmanjšanje adhezije bakterij C. jejuni na površino polistirenske mikrotitrske plošče. 
Največji vpliv na zmanjšanje adhezije bakterij C. jejuni na površino polistirenske 
mikrotitrske plošče je imelo eterično olje navadnega brina, ki je zmanjšalo adhezijo 
testnega seva za 98,7 ± 0,1 % (zmanjšanje za 1,89 ± 0,04 log10 CFU/mL).  
Statistično značilen vpliv (p < 0,05) na zmanjšanje adhezije na površino polistirenske 
mikrotitrske plošče so imeli naslednji rastlinski pripravki: eterična olja navadnega brina, 
klinčkov, sivke in rožmarina ter etanolni izvlečki cvetov in listov dobre misli ter tudi 
etanolni izvleček dobre misli, ki je bil pripravljen iz rastlinskega materiala po destilaciji 
eteričnega olja. Adhezijo so zavrli tudi etanolni izvlečki smilja, vratiča, mačjih tačk in 
R. rosea. Prav tako so bili učinkoviti čisti pripravki cinamil alkohola, tirosola in γ- 
terpinena. 
Čeprav je eterično olje dobre misli zmanjšalo gibljivost C. jejuni, ni imelo 
protiadhezijskega učinka, kot tudi etanolni izvleček dobre misli 1. Ostali pripravki dobre 
misli so pokazali statistično značilen učinek na zmanjšanje adhezije C. jejuni, na gibljivost 
pa ne.  
Povprečno število celic (CFU/mL) po inkubaciji v kulturi kontrolnega vzorca in v kulturah, 
kjer so bili dodani rastlinski pripravki in smo jih uporabili pri testiranju protiadhezijskega 
učinka, je prikazano v preglednici v prilogi C. 
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Slika 12: Število adheriranih celic C. jejuni NCTC 11168 na površini polistirenske mikrotitrske plošče brez in z dodatkom rastlinskih prirpavkov. Prikazane so 
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4.5 KORELACIJA MED MINIMALNO INHIBITORNO KONCENTRACIJO, 
BIOLUMINISCENCO, GIBLJIVOSTJO IN ADHEZIJO 
Da bi določili, ali so minimalna inhibitorna koncentracija rastlinskega pripravka ter 
spremembe bakterijske bioluminiscence, gibljivosti in adhezije pod vplivom rastlinskih 
pripravkov med seboj povezane lastnosti, smo uporabili test Kendall's tau-b-ove korelacije, 
ki se uporablja za merjenje linearne povezanosti dveh numeričnih spremenljivk, ki nista 
normalno porazdeljeni. Za računanje korelacije smo uporabili vrednosti MIK, ter vrednosti 
spremembe bioluminiscence, gibljivosti in adhezije. Rezultati so prikazani v preglednici 
11. Korelacija je značilna, če je p < 0,05. 
Preglednica 11: Kendall's tau-b-ova korelacija med vrednostjo MIK, spremembo bioluminiscence, gibljivosti 
in adhezije. 
  ΔBioluminiscencaa ΔGibljivostb ΔAdhezijac 
 MIK Korelacijski 
koeficient 
 0,043 0,062 0,057 
P  0,754 0,650 0,676 
N  31 31 31 
ΔBioluminiscenca Korelacijski 
koeficient 
  0,264* 0,118 
P   0,038 0,350 
N   31 31 
ΔGibljivost Korelacijski 
koeficient 
   -0,121 
P    0,341 
N    31 
a – razlika v bioluminiscenci po dodatku rastlinskih pripravkov med kontrolo in tretiranim vzorcem, b – 
razlika v premeru roječih kolonij po dodatku rastlinskih pripravkov med kontrolo in tretiranim vzorcem, c – 
razlika v log10 CFU/mL po dodatku rastlinskih pripravkov med kontrolo in tretiranim vzorcem.  
Ugotovili smo, da obstaja korelacija med vrednostmi spremembe bioluminiscence in 
spremembe gibljivosti, ki je izredno šibka, ampak statistično značilna (p < 0,05), kar 
pomeni, da z zmanjšanjem bioluminiscence pride tudi do zmanjšanja gibljivosti. 
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5.1 PROTIBAKTERIJSKO DELOVANJE IZBRANIH RASTLINSKIH PRIPRAVKOV 
PROTI BAKTERIJAM C. jejuni 
C. jejuni je glavni povzročitelj črevesnih okužb v razvitih državah, ki se prenaša preko 
kontaminirane hrane, predvsem perutninskega izvora. Danes se iščejo novi, alternativni 
načini kontroliranja in zmanjševanja števila kampilobaktrov v prehranski industriji 
(Castillo in sod., 2014; Cwikla in sod., 2010; Kurekci in sod., 2013).  
Vse večji je trend iskanja alternativnih naravnih učinkovin, ki bi lahko kontrolirale število 
mikroorganizmov v hrani ali se uporabljale za preprečevanje in zdravljenje nalezljivih 
bolezni (Calo in sod., 2015; Castillo in sod., 2014; Coss. in sod., 2018). Veliko raziskav je 
pokazalo protibakterijski učinek rastlinskih pripravkov na različne bakterije (Miladi in 
sod., 2016; Nikolić in sod., 2014; Pesavento in sod., 2015; Rota in sod., 2008).  
V tej magistrski nalogi smo testirali 30 različnih rastlinskih pripravkov, katerim smo 
določili njihovo protibakterijsko aktivnost oz. minimalno inhibitorno koncentracijo. Vsi 
rastlinski pripravki so pokazali dober protibakterijski učinek proti bakteriji C. jejuni (s 
pripadajočimi vrednostmi MIK med 31,25 in 1000 mg/L). Uporabili smo 6 čistih spojin 
rastlinskih sekundarnih metabolitov, ki so prav tako glavne komponente testiranih eteričnih 
olj in etanolnih izvlečkov. Kakšen bo delež teh komponent znotraj rastlinskih pripravkov, 
je odvisno od časa žetve rastline, mesta obiranja, okoljskih pogojev, izpostavljenosti stresu, 
vrste rastlinskega pripravka in načina njegove pridelave (Calo in sod., 2015).  
Opazili smo, da imajo komercialno pridobljena eterična olja in čiste spojine rastlinskih 
sekundarnih metabolitov nižje minimalne inhibitorne koncentracije oz. boljšo 
protimikrobno aktivnost, kot etanolni izvlečki, kar je lahko posledica tega, da vsebujejo 
etanolni izvlečki običajno manjšo koncentracijo sekundarnih metabolitov kot eterična olja 
(Rahman in sod., 2017). Opazili smo tudi razlike v protibakterijskem delovanju rastlin iste 
vrste, kar je lahko posledica vrste rastlinskega pripravka, načina priprave rastlinskega 
pripravka, ter dela rastline, iz katere je bil rastlinski pripravek narejen. Prav tako so tudi 
Yakoub in sod. (2018) v svoji raziskavi opazili, da način priprave rastlinskega izvlečka 
vpliva na njegovo protibakterijsko aktivnost pri istih mikroorganizmih. Lahko se zgodi, da 
imajo iste rastline različno kemijsko sestavo in posledično kažejo različen učinek proti 
določeni bakteriji (Calo in sod., 2015). 
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5.2 VPLIV RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA MEDCELIČNO SIGNALIZIRANJE 
BAKTERIJ C. jejuni 
S preprečevanjem bakterijske komunikacije lahko zmanjšamo bakterijsko virulentnost. 
Eden od načinov inhibicije komunikacijskih sistemov je uporaba rastlinskih pripravkov 
(Bezek in sod., 2016; Castillo in sod., 2014; Castillo-Juárez in sod., 2013; Girrennavar in 
sod., 2008). Delovanje rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje bakterij 
C.  jejuni je slabo raziskano. Narejeno je zelo omejeno število raziskav, s katerimi bi lahko 
primerjali pridobljene rezultate.   
V naši raziskavi smo določili učinek 30 različnih rastlinskih pripravkov v subinhibitornih 
koncentracijah na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni. Opazili smo, da 
poročevalski sev V. harveyi BB170, ki je gojen v gojišču AB zelo šibko bioluminiscira v 
primerjavi z bioluminiscenco poročevalskega seva, kjer je bilo dodano 20 μL IG C. jejuni 
NCTC 11168, 20 μL IG C.  jejuni 11168ΔluxS in 20 μL gojišča MHB, kar je prikazano na 
sliki 8 (p < 0,05). Po dodatku IG testiranega seva C. jejuni NCTC 11168 se 
bioluminiscenca izredno poveča. S tem smo potrdili, da poročevalski sev ne prispeva 
signifikantno k vrednosti bioluminiscence, medtem ko IG C. jejuni prispeva k 
signifikantnemu dvigu vrednosti bioluminiscence poročevalskega seva. Prav tako smo 
opazili, da se bioluminiscenca poročevalskega seva zmanjša po dodatku IG C. jejuni 
NCTC 11168, inkubiranega z dodatkom rastlinskih pripravkov (slika 9). Merjenje 
bioluminiscence je posredna, a največkrat uporabljena metoda v sorodnih raziskavah, zato 
smo tudi v našem delu na ta način določili učinek na medcelično signaliziranje bakterij 
C.  jejuni. Večina rastlinskih pripravkov je zmanjšala vrednost bioluminiscence 
poročevalskega seva V. harveyi BB170 po dodatku IG C. jejuni NCTC 11168, 
inkubiranega z dodatkom rastlinskih pripravkov za več kot 80 %. Te vrednosti smo 
uporabili kot merilo za zmanjšanje medceličnega signaliziranja referenčnega seva bakterij 
C. jejuni.  
Podobne rezultate so dobili tudi Castillo in sod. (2014), ki so v svoji raziskavi pokazali 
učinek različnih pripravkov citrusov na medcelično signaliziranje pri bakteriji C. jejuni. 
Pokazali so, da vsi citrusni pripravki v subinhibitornih koncentracijah zmanjšujejo 
medcelično signaliziranje za več kot 90 %. Tudi Bezek in sod. (2016) so v svoji raziskavi 
pokazali učinek etanolnega izvlečka rastline Euodia ruticarpa na medcelično signaliziranje 
pri bakteriji C. jejuni. Ugotovili so, da etanolni izvleček te rastline v subinhibitornih 
koncentracijah značilno vpliva na zmanjšanje medceličnega signaliziranja pri bakteriji 
C. jejuni z redukcijo, ki znaša več kot 90 %.  
Izredno močan učinek rastlinskih pripravkov na zmanjšanje bioluminiscence oz. 
zmanjšanje medceličnega signaliziranja bakterij C. jejuni si lahko razlagamo na različne 
načine. Možno je, da rastlinski pripravki privedejo do razgradnje signalnih molekul; lahko 
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se vežejo na receptorje signalnih molekul ali na proteine, ki omogočajo izločanje signalnih 
molekul (Asfour, 2018).  
Znano je, da rastlinski pripravki lahko privedejo do aktivacije splošnega stresnega odziva 
pri različnih bakterijah. Uveljavljeno je mnenje, da eterična olja povzročajo oksidativni 
stres pri bakterijah (Kovács in sod., 2016). Nekateri raziskovalci so pokazali povezanost 
sistema, odgovornega za medcelično signaliziranje, s stresnim odzivom pri različnih ne-
Campylobacter bakterijah (García-Contreras in sod., 2015; Joelsson in sod., 2007). Kovács 
in sod. (2016) pa so pokazali, da eterično olje klinčkov privede do aktivacije splošnega 
stresnega odziva pri bakteriji C. jejuni, posledica česar je zmanjšano izražanje genov, 
odgovornih za virulenco. Za bakterijo C. jejuni je dokazano, da je gen luxS  vpleten v 
virulenco (Plummer in sod., 2012).  
Ker je gen luxS pri C. jejuni vpleten v virulenco, pri stresnem odzivu pa se zmanjša 
izražanje genov, vpletenih v virulenco, bi lahko s pomočjo rastlinskih pripravkov privedli 
do splošnega stresnega odziva, posledica česar bi bilo zmanjšano izražanje gena luxS, in s 
tem zmanjšana proizvodnja signalnih molekul AI-2.   
Potrebno je narediti nadaljnje raziskave, katere bi pokazale ali pri dodatku rastlinskih 
pripravkov, ki smo jih uporabili v raziskavi, pride do splošnega stresnega odziva, ki 
posledično vpliva na zmanjšanje ekspresije gena luxS. Prav tako bi bilo potrebno uporabiti 
kromatografske metode, s katerimi bi kvantificirali količino signalnih molekul v 
izrabljenem gojišču testnega seva, brez in z dodatkom rastlinskih pripravkov. 
5.3 VPLIV RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA GIBLJIVOST BAKTERIJ C.  jejuni 
Ena izmed vlog medceličnega signaliziranja je uravnavanje gibljivosti pri bakterijah 
(Quiñones in sod., 2009). Ker so rastlinski pripravki pokazali značilen vpliv na zmanjšanje 
medceličnega signaliziranja bakterij C. jejuni, smo želeli preveriti, ali bo zmanjšanje 
medceličnega signaliziranja vplivalo tudi na zmanjšanje gibljivosti bakterij C. jejuni.  
Testirali smo vpliv 30 različnih rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij C. jejuni. 4 
rastlinski pripravki (eterično olje navadnega brina, dobre misli in timijana ter γ-terpinen) 
so pokazali statistično značilen vpliv na zmanjšanje gibljivosti. Pri ugotavljanju učinka 
ostalih rastlinskih pripravkov smo opazili visoke standardne odklone pri premerih roječih 
kolonij, kar je lahko posledica neoptimiziranosti metode.  
Visoki standardni odkloni so lahko posledica bioloških ponovitev. Namreč, pri nacepljanju 
poltrdnega gojišča smo uporabljali 1 μL inokuluma nestresane, prekonočne, tekoče kulture 
C. jejuni, ter obstaja možnost, da smo nacepili različno koncentracijo celic na poltrdo 
gojišče. Visoki standardni odkloni so lahko tudi posledica različne vlažnosti plošč, 
različnega položaja Petrijevih plošč med inkubacijo ali neenakomerne premešanosti 
gojišča pred razlivanjem v Petrijeve plošče. 
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Preučevanje gibljivosti bakterij na poltrdnem gojišču je omejeno zato, ker je pri tej metodi 
prisotnih veliko spremenljivk, ki jih se ne da kontrolirati oz. je to izjemno težavno. Prav 
tako je preučevanje gibljivosti pri C. jejuni omejeno, ker je C. jejuni mikroaerofilna 
bakterija, ki je izredno majhna, ter se gibljivost pri tej bakteriji zelo težko preučuje z 
mikroskopskimi metodami.  
Pri določanju korelacije med spremembo medceličnega signaliziranja in spremembo 
gibljivosti bakterij C. jejuni smo pokazali šibko korelacijo, kar lahko pomeni, da pri 
zmanjšanju medceličnega signaliziranja pride do zmanjšana gibljivosti. Tudi Castillo in 
sod. (2014) so pokazali, da rastlinski pripravki citrusov v subinhibitornih koncentracijah 
vplivajo na zmanjšanje gibljivosti bakterij C. jejuni, pri čemer so opazili korelacijo med 
zmanjšanjem medceličnega signaliziranja in zmanjšanjem gibljivosti.  
Jeon in sod. (2003) so ugotovili, da signalne molekule AI-2 pri bakteriji C. jejuni vplivajo 
na prepisovanje gena flaA, ki kodira protein flagelin in je nujen za sintezo bička. Opazili 
so, da je bila pri mutantah, ki niso vsebovale gena luxS, zmanjšana ekspresija gena flaA, 
kar je posledično pripeljalo do zmanjšanja gibljivosti. Tudi Castillo in sod. (2014) so 
pokazali, da je bilo pri zmanjšanem medceličnem signaliziranju opazno zmanjšano 
izražanje genov flaA in flaB, ki sta nujna za sintezo bička in posledično za gibanje bakterij 
C. jejuni. S tem bi lahko razložili povezanost medceličnega signaliziranja in gibljivosti 
bakterij. 
Potrebno bi bilo narediti nadaljnje raziskave, ki temeljijo na molekularnih metodah, s 
katerimi bi preverili, ali rastlinski pripravki vplivajo na izražanje gena luxS in izražanje 
genov, ki so vpleteni v sintezo bička in gibanje. 
5.4 PROTIADHEZIJSKO DELOVANJE RASTLINSKIH PRIPRAVKOV NA 
BAKTERIJE C. jejuni 
Prvi korak pri razvoju kompleksnih mikrobnih skupnosti predstavlja bakterijska adhezija. 
Preprečevanje adhezije in razvoja biofilmov je izreden izziv. Danes obstaja več strategij, ki 
se uporabljajo za inaktivacijo ali zmanjšanje tvorbe biofilmov v prehranski industriji. 
Zaradi omejene učinkovitosti, naraščanja prevalence mikrobne rezistence ter visokih 
stroškov se iščejo nove, varnejše, stroškovno bolj učinkovite, ter okolju bolj prijazne 
strategije (Sadekuzzaman in sod., 2018). Veliko raziskav poteka na področju preprečevanja 
medceličnega signaliziranja, ker preprečevanje medceličnega signaliziranja predstavlja 
zanimivo tarčo, s katero bi lahko preprečili tudi adhezijo in razvoj biofilmov (Bezek in 
sod., 2016; Klančnik in sod., 2018; Rahman in sod., 2017).  
Ker so različne raziskovalne skupine opazile zvezo med medceličnim signaliziranjem in 
tvorbo biofilmov, smo se odločili testirati vpliv rastlinskih pripravkov tudi na adhezijo, saj 
gre za prvo stopnjo tvorbe biofilmov. Pokazali smo učinek 30 različnih rastlinskih 
pripravkov v subinhibitorinih koncetracijah na adhezijo bakterij C. jejuni na polistirenske 
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mikrotitrske plošče. Ugotovili smo, da ima 14 rastlinskih pripravkov statistično značilen 
vpliv na zmanjšanje adhezije. Najboljše protiadhezijsko delovanje je pokazalo eterično olje 
navadnega brina, za katerega so tudi Klančnik in sod. (2018) pokazali odlično 
protiadhezijsko delovanje. Ugotovili smo tudi, da ima eterično olje klinčkov 
protiadhezijski učinek, kar se sklada z raziskavo, ki so jo naredili  Kovács in sod. (2016).  
Čeprav je 14 rastlinskih pripravkov pokazalo protiadhezijsko delovanje, nismo ugotovili 
statistično značilne korelacije med spremembo medceličnega signaliziranja in spremembo 
adhezije. Tudi Bezek in sod. (2016) niso opazili korelacije med spremembo medceličnega 
signaliziranja in spremembo adhezije. To nakazuje na vpletenost drugih mehanizmov pri 
začetnemu pritrjevanju. Tarča delovanja rastlinskih pripravkov bi lahko bili geni, ki so 
nujni za začetno pritrjevanje. Mednje sodijo tudi geni, ki so vključeni v sintezo bička. 
Lahko bi bili tarča delovanja rastlinskih pripravkov tudi bakterijski površinski polisaharidi, 
lipidi in zunajcelična DNK, ki prav tako omogočajo začetno povezovanje na površino. 
Kovács in sod. (2016) so opazili, da pri dodatku eteričnega olja klinčkov pride do 
zmanjšanja ekspresije gena flhB pri C. jejuni, ki je vpleten v sintezo bička in omogoča 
pritrjevanje celic na trdne površine. Tudi Castillo in sod. (2014) so opazili, da se pri 
dodatku rastlinskih pripravkov citrusov v subinhibitornih koncentracijah zmanjša 
ekspresija genov flaA in flaB pri C. jejuni, ki sta poleg gibljivosti nujna tudi za začetno 
pritrjevanje celic na trdno površino.  
V nadaljnjih raziskavah bi bilo potrebno uporabiti molekularne metode, s katerimi bi 
ugotovili ali pri dodatku rastlinskih pripravkov pride tudi do zmanjšanja ekspresije genov, 
katerih produkti so nujni za pritrjevanje celic na trdne površine.  
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• Pokazali smo, da imajo vsi testirani rastlinski pripravki protibakterijski učinek proti 
bakteriji C. jejuni. Vrednosti MIK so se gibale med 31,25-1000 mg/L. 
 
• Rastlinski pripravki, z izjemo 3 od 30, so pokazali statistično značilen vpliv na 
relativno zmanjšanje bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170, kar 
smo uporabili kot merilo za zmanjšanje medceličnega signaliziranja bakterij 
C. jejuni. 
 
• Standardne napake pri določanju vpliva rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij  
C. jejuni na poltrdnem agarju so bile visoke, kar pripisujemo neoptimiziranosti 
metode. Zato smo le za 4 rastlinske pripravke pokazali statistično značilen vpliv na 
zmanjšanje gibljivosti bakterij C. jejuni. 
 
• Pokazali smo, da obstaja statistično značilna, šibka korelacija med spremembo 
medceličnega signaliziranja in spremembo gibljivosti bakterij C. jejuni z 
rastlinskimi pripravki. 
 
• Pokazali smo, da je 14 od 30 rastlinskih pripravkov imelo statistično značilno 
protiadhezijsko delovanje na bakterije C. jejuni na polistirenskih mikrotitrskih 
ploščah. 
 
• Statistično značilne korelacije med spremembo medceličnega signaliziranja in 
spremembo adhezije bakterij C. jejuni nismo potrdili. 
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Od leta 2005 naprej so kampilobaktri zabeleženi kot najpogostejši bakterijski povzročitelji 
črevesnih okužb ljudi v Evropski uniji. Največje tveganje za okužbo je nezadostno 
termično obdelano perutninsko meso. Čeprav so bakterije C. jejuni črevesne bakterije in 
poznane kot zelo občutljive na zunanje okoljske dejavnike, predstavljajo velik problem v 
živilstvu, med drugim tudi zaradi boljše preživelosti v biofilmih.  
Raziskovalci intenzivno iščejo nove načine kontrole bakterijske kontaminacije v živilsko-
prehranski oskrbovalni verigi. Še neizkoriščen potencial predstavljajo tudi rastlinski 
pripravki s protimikrobnim delovanjem. Mnogi med njimi so prepozani kot prehransko 
varni izdelki, kar jim predvsem pri potrošnikih daje prednost pred kemijskimi 
učinkovinami. 
Zanimiva tarča protimikrobnega delovanja rastlinskih pripravkov je tudi medcelično 
signaliziranje, ki vpliva na različne lastnosti bakterij, kot so gibljivost in adhezija. Vpliv 
rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni je slabo raziskano, 
zato smo v tej magistrski nalogi določili delovanje 30 rastlinskih pripravkov v 
subinhibitornih koncentracijah na medcelično signaliziranje bakterij C. jejuni, gibljivost in 
adhezijo ter korelacijo med spremembo bakterijske bioluminiscence, gibljivosti in 
adhezije.  
Najprej smo ugotovili protibakterijsko aktivnost oz. minimalno inhibitorno koncentracijo 
vseh rastlinskih pripravkov. Vsi rastlinski pripravki so pokazali relativno dobro 
protibakterijsko aktivnost. Vrednosti MIK  so znašale med 31,25-1000 mg/L. V tej nalogi 
je bilo določanje vrednosti MIK vseh rastlinskih pripravkov izvedeno zaradi nadaljnjih 
poskusov, kjer smo uporabljali le subinhibitorne koncentracije rastlinskih pripravkov (1/4 
vrednosti MIK), saj pri testiranju medceličnega signaliziranja, gibljivosti in adhezije nismo 
želeli signifikantno vplivati na hitrost rasti bakterij. 
Pri določanju učinka rastlinskih pripravkov na medcelično signaliziranje smo ugotovili, da 
je 27 od 30 rastlinskih pripravkov statistično značilno vplivalo na relativno zmanjšanje 
bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170, kar smo uporabili kot posredno 
merilo za zmanjšanje medceličnega signaliziranja bakterij C. jejuni. Testirali smo tudi 
vpliv na gibljivost bakterij C. jejuni in ugotovili, da so samo 4 rastlinski pripravki (brin 
EO, origano EO, timijan EO in γ-terpinen) imeli statistično značilen učinek. Kljub temu 
smo potrdili šibko pozitivno in statistično značilno korelacijo med spremembo 
medceličnega signaliziranja in spremembo gibljivosti. Skupno 14 rastlinskih pripravkov je 
pokazalo statistično značilno protiadhezijsko delovanje na bakterije na površini 
polistirenske mikrotitrske plošče, največji učinek je pokazalo eterično olje navadnega 
brina. Statistično značilne korelacije med spremembo medceličnega signaliziranja in 
spremembo adhezije nismo potrdili.   
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Priloga A: Vrednosti relativnega zmanjšanja bioluminiscence poročevalskega seva V. harveyi BB170 po 
dodatku IG C. jejuni NCTC 11168, inkubiranega z dodatkom rastlinskih pripravkov. Prikazane so povprečne 
vrednosti ± standardni odklon v %. 
Rastlinski pripravki Relativno zmanjšanje bioluminiscence ± standardni odklon (%) 
Brin EO 90 ± 3 
Cinamil alkohol 20 ± 9 
Dobra misel EO 89 ± 20 
Dobra misel 1 62 ± 26 
Dobra misel 3 87 ± 12 
Dobra misel L. 85 ± 2 
Dobra misel F. 85 ± 18 
Karvakrol 69 ± 13 
Klinčki EO 74 ± 37 
Kopriva 1 63 ± 16 
Kopriva 3 95 ± 4 
Kraški šetraj 83 ± 13 
Levamentol 94 ± 4 
Mačje tačke F. 77 ± 3 
Mačje tačke L. 73 ± 22 
Mačje tačke S. 78 ± 8 
Meta EO 75 ± 6 
Rhodiola 93 ± 8 
Rman 1 93 ± 9 
Rman 3 90 ± 8 
Rožmarin EO 88 ± 7 
Rožmarin  74 ± 19 
Rožmarinska kislina 93 ± 8 
Sivka EO 85 ± 2 
Smilj 1 91 ± 1 
Smilj 3 36 ± 16 
Timijan EO 92 ± 10 
Tirosol 98 ± 6 
Vratič 98 ± 13 
γ-terpinen 87 ± 31 
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Priloga B: Koncentracija celic v kulturah, ki smo jih uporabljali za pripravo IG in za določanje učinka 
rastlinskih pripravkov na gibljivost bakterij C. jejuni. Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odklon. 
Vzorec CFU/mL Standardni odklon 
Kontrola 1,87E+08 8,22E+07 
Brin EO 1,09E+08 9,07E+05 
Cinamialkohol 1,96E+08 1,77E+07 
Dobra misel EO 1,33E+08 8,31E+06 
Dobra misel 1 4,44E+08 5,05E+07 
Dobra misel 3 5,52E+08 2,36E+08 
Dobra misel L. 3,48E+08 5,68E+07 
Dobra misel F. 3,34E+08 8,20E+07 
Karvakrol 1,70E+08 5,44E+06 
Klinčki EO 1,24E+08 1,19E+07 
Kopriva 1 1,27E+08 1,70E+07 
Kopriva 3 1,13E+08 1,25E+07 
Kraški šetraj 2,31E+08 7,75E+06 
Levamentol 1,07E+08 4,16E+06 
Mačje tačke F. 4,00E+08 5,67E+07 
Mačje tačke L. 3,01E+08 7,13E+07 
Mačje tačke S. 4,56E+08 3,95E+07 
Meta EO 2,22E+08 7,91E+06 
Rhodiola 1,92E+08 6,35E+06 
Rman 1 1,20E+08 2,16E+07 
Rman 3 1,63E+08 2,87E+07 
Rožmarin EO 2,33E+08 3,09E+07 
Rožmarin EtOH 6,63E+08 1,35E+08 
Rožmarinska kislina 2,17E+08 1,70E+07 
Sivka EO 1,34E+08 7,91E+06 
Smilj 1 2,10E+08 8,75E+06 
Smilj 3 1,79E+08 1,86E+07 
Timijan EO 9,89E+07 7,75E+06 
Tirosol 2,09E+08 1,37E+07 
Vratič 4,67E+08 9,56E+07 
γ-terpinen 1,12E+08 6,35E+06 
Povprečno število celic  
v kulturah z dodanimi  
rastlinskimi pripravki  2,46E+8  1,46E+8 
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Priloga C: Koncentracija celic po inkubaciji v kulturi kontrolnega vzorca in v kulturah, kjer so bili dodani 
rastlinski pripravki in smo jih uporabili pri testiranju protiadhezijskega učinka na bakterijo C. jejuni. 
Prikazane so povprečne vrednosti in standardni odklon. 
Vzorec CFU/mL Standardni odklon 
Kontrola 1,58E+07 2,20E+06 
Brin EO 2,00E+05 2,16E+04 
Cinamil alkohol 7,33E+06 2,62E+06 
Dobra misel EO 1,73E+07 3,77E+06 
Dobra misel 1 1,33E+07 1,25E+06 
Dobra misel 3 1,13E+07 9,43E+05 
Dobra misel L. 7,67E+06 2,62E+06 
Dobra misel F. 1,00E+07 1,63E+06 
Karvakrol 1,00E+07 4,90E+06 
Klinčki EO 3,33E+06 8,73E+05 
Kopriva 1 3,33E+06 6,85E+06 
Kopriva 3 3,33E+06 4,32E+06 
Kraški šetraj 1,07E+07 4,50E+06 
Levamentol 8,33E+06 2,87E+06 
Mačje tačke F. 1,00E+07 4,08E+06 
Mačje tačke L. 8,33E+06 1,70E+06 
Mačje tačke S. 1,47E+06 5,19E+05 
Meta EO 1,77E+07 2,62E+06 
Rhodiola 6,67E+05 2,87E+05 
Rman 1 9,00E+06 5,72E+06 
Rman 3 7,67E+06 5,91E+06 
Rožmarin EO 1,60E+06 7,48E+05 
Rožmarin  1,87E+07 4,03E+06 
Rožmarinska kislina 1,50E+07 8,16E+05 
Sivka EO 5,67E+05 9,43E+04 
Smilj 1 1,17E+07 7,72E+06 
Smilj 3 1,03E+06 3,30E+05 
Timijan EO 9,33E+06 6,13E+06 
Tirosol 5,37E+06 3,04E+06 
Vratič 1,80E+06 2,83E+05 
γ-terpinen 1,47E+06 2,05E+05 
 
